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P m l i t i a n i r r i b e r t u j u a n ~ ~ ~ r n e m p e r d e h d p ~ ~ i k n u d a n  
pengmtlangan penerapan hmunalogi. Konaep antibod! monoktonsll ZonnaPaElwida 
te&gIikosifasi (MabnbZP3dG) yeng dikembangkan sebagai vakin i k o n k a s e p s i  
yang aman, ekonomis dan reversible merupah ha1 penting UnWk upaya pnmpan 
Dmmundogi tidak ~ a j a  member arti bag$ Wang mpmduksi nmun juga Wi betrbagai 
bidang Elmu Kedokperan. Zonna Pellusida memfasii9tasi inbmksi antam sei telur dan 
speimatozoa pada proses fertilissrsi pada kelompok marmrlta (Tulsiani, 2000; Petemen et 
8/.,2OOO dan Sm&o 2003). Selanjutnya menvnA Awlanni'am dan SumiibP (2003) molekul 
bEP3 @Ah dibuktikan mp&m mdekuf s#kqmWn yang hgIikoslllasi Wmelkri ' K 
Linked oligosaccharide dan GLinked digosacchaIfde '. 
Pentingnya penelemllangan vaksrin irnunokontraaepsi melalui pmclukai anXitMdi 
monokbnal terhadap nbZP3dG ini sehubungan dengan pncarian babagai metode 
akmatir uniuk kontrasepsi wanita mengingat me4- yamg ma& digwakan saat 
ini memiliki efek samping yang amat menrgikan, misalnya kontrasepsi honnonal yang 
memiliki efek karsimnik. mdekul bZP3dG. Selain *&I pecan gllkosilad pada molekul 
bZP3 diuji terhadap kemampuan mengindrritsi maw ekroarom~ 
Sebagai lengkah awal dilakukan kamkterisasi temadrrp idat U P 3  den bZP3 
deglikosllasi (btP3dG). 'Had penelltian menunjukkan bahw hiat btPS mempunyai 
kandungan protein, karbohidrat dan g l i k m  dabm W a p  zona pelludda secara 
bestunrt-turut adaleh 1,28: 031 den 2,18 pgJbZP menggunakan metode 
s-. GMkopmbin bZP3 mempmyi berat molekul 80 kDa den bZP3dG 
mempunyai berat motekul 50 ma, ymg d i i b n  dengan metode SDS-PAGE dengan 
menggunakan pewduma glikoprotein yang diproduksi OM f"ierce (No Car. 24562). 
Keberadaan ikatan glikan pada molehl bZP3 bgrperan penting dalam menglnduksi 
reaksi akrom. W dari karaMerlsasi IWWUI U P 3  dG pada pembn selartjuanya akan 
diiunakan sebagrri imunogen untuk mmprodukd antibodi monoblwral bZPSd(5 (Mab- 
bZP3dG). Kualitas antibodi melalui biwint&s a M i  mofmk4od krhadq new 
peptide btP3dG (Mab-nMP3dG), d i i u n a n  untuk mennpehjafi daub mana hitangnya 
karboMdFatpadamdekulbZP3~ ~ p r o d u k s i a n t i t r o d i m a n d d o n a l  
tefhadap nbZP3dG yang akan dikembangkan sebagai calon i m u n o k o n ~ s i  vlranita 
yang amanden r e v e d .  
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Development Of lmmunocontrpceptron E?a~od On Monoclonal Antibody Native 
Peptido Bolrins Zomra PeHwcida 3 Wb-NbrpSdgf (Sutiman B. Sumitro, Soetomo , Gatot Ciptadi, 2010) 
This study aimed to aMaifr long-term fundamentals of the &en= and appliGation of 
immunokrgical development. The concept of monoclonal antibodies Zonna PellucMa 
DegbjwsyJatd (Mab-nbZP3dG) devekiped as an immuna*3=- vaakw is safe, 
economical and remible is crucial for the implementation of not only the member 
immunokgi~al significance for the field of repduetion but allso for various fields of 
Medical Sciences. Zonna Pelllrsida facilitate the interaction belween egg and sperm in the 
tertffLation famessin thegroup o f m d s f l u k r i i ,  2808; PstersQn etal., 2000 and 
Sumitro 2003). Subsequently amding Aulanni'am and Surnitro (2003) bZP3 molecule 
has been demonstrated is a deglycosyiated glycopmiein molecule i through "Wlinked 
Oligosaccharides and 0-Linked Oligosaooharides". 
TheimporBanceQf-vaooine--the 
production of mono~lonal antibodies against this nbZP3dG in connection with a search 
range of a m r w + v e  me#wds for women consid- akmwtkre melhde efe still used 
today have a very adverse side effects, such as hormonal contraceptives which have 
cerdnogeriic~.-bZP3dG-Rodeoule. Inedwm, the*ofglycogiyl&iono~M?3 
molecules are tested far ability to induce the acromne readion. 
As a first step be o h s ~  isdates W 3  and bZP3 Deglycqkted (bZP3dG). 
The results showed that the isolates bZP3 has protein, carbohydrates and 
gpglycqxdehs in BaGh zone gellucid;a in a r w  h 1.28, 0.91 and 2.19 1 bZP UgklS 
spectrophotometric method. bZP3 glywprotein have molecular weight 80 kDa and 
bZP3dG have 50 kDa moLecular weight, determined by S W A G E  method using dye 
glywprotein produced by Pierce (No. Cat. 24 562). The existence of borlding in the 
~ b L P 3 g l y c a n ~ & i n i n d u o i R g i h e ~ ~ . R ~ o f  
molecular characterization bZP3dG on further research will be used as imunogen to 
pFoduce bZP3dG m o n m  antibody (Mab3dP3dG). Quality of rrlonaclod %nth&es 
through We biisynthesis of antibodies against the native peptide bZP3dG (Mab- 
M P 3 d O ) , u W i t o s k i d y Z h e e ~ ~ ~ i h e W o f ~ i n ~ 3 ~  
can induce the production of monoclonal antibodies against nbZP3dG which will be 
deuebped as a candid& kK immunoconw*  women a safe and - ~ ~ .  
iii 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
&9Fda~grog(9mkerjageneU#enTahunPrcWtaR)ageperlimber2uangl~ 
uaul proposal pmeliimn Tahun Ketiga, maka d a m  disampaikan bahw pmdkian Tahun 
Ketiga ini telah dapat menyelwaikan semua tahapan peneltien dmgan kinerja 100%& 
f a h a Q a n g e n e l # i a n f a h u n ~ ~ d i m a k w d ~ : u j i ~ ~ i R ~  
dengan menggunakan Men& BalWc Wagai hewan coba. I 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PRAKATA 
Puji syukur penuli panjatkan kehadhirat Allah S W ,  karma -an rahmat dan 
ka~niaNya penulis tekh dapat menyeksaikan Lafman Tahunan Mbah Kompstensi 
Tahun Ill (btiga) dengan judul YPengsmba~.n Itnundt- Berbds Antibodi 
Mmoldonal Terhadap Native Peptide ZP3 (Mb-mbZWdG} HobU wlkolillssi 
Enzimatis Mengeunakm ~ ~ " .  Lapown Penel in Tahun Ill mdiputi uji 
Wlisaei arecara in vldto dengan mng$unakan oosit dafi sapi dan simmtoma dad sapi. 
Pmel'in Tahun Ill sangat bemranfaat untuk m a t m m h  damdesar 
pengembangan Mab-nbZP3dg sebagai imunako-. 
Permlis sangat menyadari bahwa Laparan Pendian Tahun III in( mungkin masih 
menyimkan sejumlah kekurangan. Oleh karena itu, segaia k r M i  yang bersifat 
memkngurl akan sangat b r t i  bagi pelwlis untuk mempemki Lapwen &ti dimasa- 
mase mendatang. 
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I. PENDAHULUAN 
I .I Objek Penalitian 
Sebagai objsk p e n a n  ini adalah antibodi monoklonal Lonna Rdtwkla 
ttm&gtikosNasi (I\llabnbZPW) y w g  dipf~rokh dari protein bZP3 yag dUsoirrsi dad 
oosit sapi dan kambing yang diinjsksikan p d a  tubuh W e  plrtih (Rams 
nowtgfcus) dan kelimi lob1 ( ~ t o f a g f f s  ~l~lnkuius). Selplnjutnp d'ilskukan 
pengwjian potensi antibodi rnonoklaat MabinbZP%E ternbut sebgai karldldat 
kantrasepsi wanlta dengan melakuhn uji fea l i i i  srreara in v i m  dangan 
menggl~nakan oosit dan spermatozoa dari ceapi dan irambing. 
1.2 Lokaai Ponelitian 
Penelatian ini dllakulcan di leboratorium Biokiiia, Biologi Nkrdakuler dan Set 
FMIPA dan Biomedik FK Unibrew 
1.3 Habil yang Wharapkan 
Hasil p n g  diharapkan pada tahun Ill tahap 2 ini adalah diketahwinya 
potensi antibdi monaklonal Zanne P e W a  te&g&&kai (M&bZ!WG) 
yang dikembangkan sebagai mksin imunohtrasapsi yaw aman, ekonomis dan 
reversible. Serta memberikan partimbangan untuk pengembangan antjbodi 
monoklonal nbZP3dG (Mab-nbZP3dG) sebagai vaksin imunokontreasrpsi mnita 
pada BKKBN dan indu$M p n g  bergerak dalam memprodukari magen vaksin 
kontrawpsi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
II TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN TAHUN KETlGA 
2.1 Tumn Penalltian 
Tujmn penelitian ini antara lain : 
a. Mernperoleh dasar pengetahuan tentang kualDIss imynogen yang 
dihilangkan karbohidratnya melalui proses deglib8ilasl enzimatis 
molekut bZP3 yang beperan sebagai llgan protein di 
spermatozoa. 
b. Mernperoleh bukti an-i monokbnal terhedap nbZP3dG (Mab- 
nbZP3dG) yang dipraduksi oleh -1 hibridoma dan dapat 
rnenghambat proses fertilksi melrrfui ham- allosZerik pada 
tgrtilisasi in vitm dan in mivo. 
e. Memberikan pertimbangan untuk pengembangall antibodi 
manoltlonal nbZP3dG (Mab-nbZP3dG) s-i vaksin 
irnlanokontmsepsi wnita pada BKKBN dan industri yang 
bwgerak dalarn mempraduksi reagen vaksin kontfasepsi. 
2.2 Manfaat Penelltian 1 I 
Manfaat dari hasil pneliian ini adalah: 1 
I. Pengembangan i r n u n o k o n ~ ~ ~ i  b e k  bebasis ant&" mamala 
untuk pengembangan antibodi monddonal tefhadap peptide yeng 
bepaan dalam proses fertilisasi inl diharapkan bemifat sangat 
spesifik hanya mengiket ZP3 $el telur mhingga dapat meminirnalkan 
atau meniadslkan efek sarnping penggunaan kontrasep8i wanlta, dan 
&pat menjadi abmatif yang diunggulkan untuk mengeanfekrah Wnik 
kontmepsi yeng sskanrng ini banyak digunakan. 
2. Temususunnye Bungan Rarnpai Vaksln l m l m o k a ~ p i  be-i 
P w i n  Jigam tgmadap protein spermatozoa yang berpem &lam 
proses %fertilisasi untuk m o d  pemn$ernbengan vaksin 
irnunokontrawpsi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ill. TINJAUAN PUSTAKA 
3.1 Zona Peflwida 
Pada mamalb, sel telur (ovum) dilinciungi deh suatu selaput yang d i i u t  
Zona Pelkrsida (ZP) yang terausun atas bebe- Jenis gfkoprotein pada tiap 
spesies. Awal interaksi antara sel telur dan spermatozoa paUa p m  fertilisasi 
pada kelompok mamalia dffisilitasi olebl Zona Pellusida ( Burkin and Miller, 2000). 
Zona Pelkusida menurut Yonezawa et a1 (1999) dan Tufsiani ( 2OUO ) fnempunyai 
bebempa fungsi, satu dhtamnya adalah m a i  reseptor spermatozoa. 
Sebenamya dalam proses fertiliisi, spermatozoa bgrtlndak sebagai antbn dan 
di dalam ZP terdapat reseptor yang meqenali s p e m ,  sehingga terjadi 
likatan sel telur dengan spe-zoa, dan memungkinkan tetjedimya fertilisasl. 
Zona Peltuskla pada babi dapat dipiaaihkan 4 mbkul  glikoprotein -1, 
pZP2 , pZP3 dan pZP4, dengan berat molekul bertUNt-tUPut adalah 92.000 , 
69.000 ,55.000 dan 23,000 Dalton. Menwot Kuda K ei el. (1999) ZP pada babi 
terdiri dari ZPA, ZPB dan ZPC, dimana pada ZPC dibedaken menjadi ZP3a dan 
ZP3-p. ZPC$ dari~ babi oleh peneliti lain d i u t  gP3-p rnempunyai pmmaan 
sekuen prrrtein dengan mLP3 (mou$8-ZP3). Hasil peneliin yang dilalarkanl 
Aulanni'am, dkk (2001') pada oosit sapi tebh b e b i l  dipisahkan 4 m W u l  m a  
pelWida yaitw bZP1, bZP2, bZP3 dan bZP4. Menurut Jakson ef al., (19889 
glikoprotein-iF pada mend twdiri dari 3 m o W  glikopwin yaitu mZP1, 
mZP2 dan mZP3 , demikian juga pada tikus dengan menggunakan metode 8D6- 
PAGE dapat dipisahkan menjadi 3 jenis yaitu ZPI, ZP2 dan ZP3. 
Pada molekul ghkoprotein ini disamping tsrdapat i w n  N-oligcmkarida 
juga dltemukan k t a n  OoXigosekarida pada md&l ZP3 yang ikut 
memfasilltasi terjMmya ikatan primer d@ngan spermatozoa pada ?ertilisasi. 
Ratio md protein antara ZP2 dan ZP3 adakrh 1:l , &mena jumlah mol dari tP1 
adalah 0,9 % dari jumlah md  ZP2 dan ZP3 ( G m ,  1997 ). Sebnjutnya menurut 
Mcbkey et a/ ( 1998 ) glikoprotsin D 3  mawit mempunyai berat mdekul 83 kDa, 
terdiri dari rantai peptide dengan berat molekul44 kDa dan terdapat tiga ahu 4 
mdekul ollgbcpakamida yang brikat melalaui N- alZgoaakaFkla dan ssjurnlah O- 
o l i a r i d a  yang belum dapat dbntukan. 
Ko@k kafbohkirat pa& glDkopmBein Lona PeIIucida {ZP) ini memBikf 
peran penting dalam interaksi antam spermatozoa dan sel telur, hat ini terbukti 
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ketika "GIinked d&saccharides dihilarl@an secara Mmiawi, aMiliEas ligand ZP 
menjadi hikng sehingga spermatozoa W k  maMif terhadap ZP. 
Glikoprobin a b k h  protein yang mmpunyai rantai kovalen oliiosakarida 
(djkan) yang mengikat kuat pada polipeptidanya. Hal ini bararti, bahwa pada 
glikopwbin dapat menunjukkan molekul yang tetim dari satu rrtau M i h  rantai 
kmien karbohidrat berikatan dengan protein. Giikoprotein biasstnya mengandwng 
paling1 banyak I S  unit gUIa pada sew ranhi d&wkarlde llamg m&bt seeara 
kovalen, dan dapat mempunyai kandrungan lkarbahidrat yang bcwvariasi dari 1% - 
8596 dari berat glikoprotein. 
3.2 Zonr Pelluslda d.n Fertill~si 
Terikatnya spermatozoa pada ZP adakih irdefilksi spesffik yang 
m p a k a n  kunci pengatur proses W1W. Pade beberap spesies t m l ~ ~ u k  
tikus, hameter, babi, sapi, kambing dan kelinci, ikatan ZP dan spematoroa bWl 
pada akrosom utuh (Wasarman et el.., 22002). 
Penghambawn interaksi antara ZP dengan spermatozoa &pat 
menyebabkan proses fert i l i i i  Wak terjadf, berdasarkiln ha1 ini dikembangkan 
vaksin kontrasepd dari antigen apesifik pada permukaan game$ dan ZP 
mupakan saseran potensial untuk irnunlsssi pada proses fertlbasi (Hendem 
et el., 1993). 
fsunudo et al. (1994 dan Haseg8wa et a/, (19BB) manyebutkan bahw 
ZP mempunyai sifat imunogeneskas yang tinggli yaitu kemampuan mangadah 
reaksi silang pada beberapa species. Ldbih lanw diibutken bahwa imunisaei 
hewan dengan ZP dad species $in, menghaailkan antibodi yang reaktif terhadap 
ZP dari hewan yang diimunisasi ( GwUcin et at., 1 984). 
Beberaps laporan menunjukkan keberadaan anWP ygng dkieteksi pa&a 
serum dari beberapa wanita infertil. Di lain pihak, menurut Gwatkfn et el. (1094), 
irmunisasi hewan betina dengan ZP dari species M a  dapa't mnghaelkan 
antibodi sdf reaktiftemadap tP dari hewn yang diimunisasi. Hal hi munjwkkan 
b a h  self mktf antibodi dapat dihagllkan oleh hewan dengan imunisasi aklif 
dengan antigen yang mempunyai sifat reaksi &king yang luas. 
Antibodi terhadap ZP3 dzapat rnenyelrebkan terjadlnya infeftiliis. Antbodi 
yang menyelirnuti oosH matang dapat mencegah tgfjadinya Mlisasi rnelalui 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
penghambatan pengikabn apermataroa pada sel telur, ataupwn pengharnbatan 
penertmi spermatozoa pada ZP (Jackson, eta/., 1998; Greenhouse, e t d ,  1998) 
Bagwant et a/. (1994) menyatakm balm antigen ZP edeMif digunhn 
sebagai inrunokontmsepsi pad8 bbemp~ jenis hewn. Penggurvaen ZP sebagai 
immogen temyata menimbulkan respon antibodi yang dapat mmsgoh ferti l i i 
secara in vim, tetapi diikuti dengan kensaltan ovarium mulai dad folkel primordial 
primordlai sarnpai folW yang telah berkembang. 
Berdasarkan penelitian imunohistokimia, Lee dan Dunbar (1993), 
didapatkan bahwa antibodi ZP mengemli antigen ZP pada sitophsma yang 
sedang tumbuh, di samping ku antibodi ZP juga raaktff temgdap antigen ZP m a  
pennukaan folikel pada mat sel folikel rnendekati mature. 
3.3 INtERAKSl SPERMATOZOA DAM OOSff 
Aktivitas utama seJama terjadinya ferhilieasi oosit deh spennebzoa adalah: 
(l).kontak dan pengenalen sw- dengan omit, 
(2),regulasi penetrasi s p e m  dalarn oosit, 
(3).fusi material genetik antara spermtltwoa dengan ooslt dan 
(4) aktivasi metabolism m o t  
Fertilisasi in v i h  rnerupakan kelahljutan den tahapan berikhya dad 
mafurasi oosit yang dilakukan sebeiurnnya, y a k  f m q M m u k n  ooeit mkmg 
dbngan sel spermatozoa di dalam tabung abu drop medium yang d#qisi dengan 
parafin oil atau m i m l  dl d m  dilakukan inkubasi kurang Mi 24 jam dahm 
inkubatW 3B0C, 5 56, C G ,  sampai terjadi penrbelakan. Manjutnya embrio yang 
dihasilkan diikultw dalm medium tumbuh kembang embrio. Dalarn kondisi in &, 
kessmpurnam masing-mesing tahapan atau pmm sampai dihasnkgn embrio 
adakah sangat pentirrg. Kesempumaan m a W d  wit in v i h  akan sangat 
berpengaruh tid& hanya bagi keberhasilan teflad'iya fertibasi dan deavege 
mebrio !etapi jugs bagi perkembangan emWo selanfutnya serta nomal kiddcnya 
ernbrio yang dihasilkan. Perkenbangan embrio yang normal sangat diintukan 
0th pamatangan nukleus dan sibplasma yang sempuma secara in vlfm. 
Spermatozoa adalah stimulus alamiah tefjadinya a m s i  pada oosit ymg 
mature. Pada sat terjadi fertilisasi, set sperrna m-ang tarJadinya fmM@e 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
spike kenaikan kadar kalsium intra Wluler sslama beberapa jam di d a b  -it, 
sebagai ewal hnsien kenaikan Ca++ yang kemudian diikuti oleh satu serial 
transien yang lebih kecil. Adanya penrbahan konsentmsi ion kakium intmsaluler 
ini akan memicu terjadinya eksosibd corticrol gmnufe, pengerasan zona pducida 
omit, bloking terhadap kejadian polysprmia, melanjufhn pernbelahan mebsk 
kedua, dan inismi slklus sel mitosis yang peptam (Meo et el, 2003). 
Pada saat betjadi fer t i l i i i  msit obh qermatozoa, pdekatan (binding) 
spermatozoa pada membran =sit i t n  menginduksi pelepasan Caw intreselubr 
oosit. lnisiasi awal kenaikan ion bebas Ca" int~~)se/uler pada sltoplasrna oosk 
dimulai dari lokasi dimana spermatozoa melakukan penetrasi dan danjutnya 
meluas gebagai serial gelombang keseluruh bagian dari sel omit. Keneikan W a r  
kalsium yang bmlang-ulang yang berlangwng dalam beberapa jam terjadi pada 
mamalia (Nakada and Miiuno, 3998; Sun et at, 1894). Hal ini bisa dillhat pada 
beberapa spesies mencit, kelinei, babi, saps dan oosit manusia. Gelombang 
psrtama kalsiurn beraeal dari lokasi dimana -dl penetrasi spennabza dan 
osilasi kaleiwn berikmya muncul di lokasi cortiool dari vegetal hemisphere. 
Ada tiga hipotem utama menyangkut signaling pathway yang mungkin 
untuk induksi aktlvgsi owit olen set spemre- saat tar@@ ferW1WI: 
Hipotesa 1. Spermatozoa sebagai pengendali, ion Ca* masuk melalui 
sebuah saluran atau pintu masuk ke d a m  omit. h* mengalir keluar hiam 
pmes ahsom. Pada saat spnnatazoa dm -it mengalami fusi. ailran Caw 
dipompakan dalam endoplasmic reticulum oosit. Akhirnya ha1 ini abn  mencapai 
makshnql penuh den muhi tdsdi gdombang terti l i i i .  Namun demikian 
sebenamya masih ada perdebatan tentang ha1 ini karena dilaporkan oleh Jones et 
al(1998) bahwa ti& ada kenaikan kowntrasi Ce* diikat ldrasi tetjadinya fusi 
antara spennatozoa dan oosit. Hal ini juga dipetkuat oleh keny-n bahwa jika 
terjadi penumnan level aliran Ca++ sampai pada E e d l  yang Beherusnya mencegrrh 
terjadinya aliran Ca" dari spermatozoa, aktivasi ooait juga tidak dihambat (Jones 
et at, 1B8; Albetio et st. 2001). I 
Hipotesa 2. Adanya resaptor mediafed signal fmnsd- yang bdokasi di 
daiam mm&ran piasma oosit. Reseptor membran yang teraktivaai menangkap E 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
protein atau PTK dan mngakWkan PLC yang menginduksi hidrabis PIP2 
menjadi diacylgtycarof dan IP3. Banyak pernrlitian yang mendbkung hipotesa ini 
temasuk untuk mamalia, meskipun belum ada -tor spesifik yang 
teridentlfhsi pada mernbran plasma oosit. Protein pennukaan eel oosit CD9 blah 
dibuktikan berperanan penting dalam fYsi sel spematozoa oosit. 
Hipotesa 3. Ca" medieted signal hnsduction, yang menyatakan b a M  
adanye intruduksi cykwktfc fadm yang memicrt pebpmn Ca*. Bebempa 
penelitian menunjUkkan b a t w  ada pengaruh $e pada adeit. JSka So dihjeksiian 
pada oosit &an Wjadi Wlasi Ca* yaw mirip dengan kejad'in mat fertiliisi. 
Untuk terjadinya su& FN dipetiukan ~beberepe kondlei kuhr in v l h  yang 
harus tarpenuhi, diantaranya adalah: maturasi inti den sitQpkma dari sel ooslt, 
jumlah spermatozoa yang cukup untuk terjadinya Miti, ovum yang siap 
dibuahi, yang ditandai dengsm te rjadinya ekstruksi polar body perkma (PB-I). 
Sej9ub ini praduksi embrio s e a m  in v b  hasilnya mash brmriasl antara 
v i e s  hewan dan ternak, k a m  beberaw spesies tehh lebih dehulu 
dikembangkan dalam jurnbh yang lebih banyak pula. Sebagai m t o h  bahwa 
sekarang ini meturasi in vibo owit pgda kambin~ blah mencapai 70 - 90 %. Ooslt 
hasll maturasi tersebut setelah dilakukan FW 50 - 70 % menunjukkan 
perkembangan embrio. Namun demikian pmpomi yang meneapai blastasii jarang- 
jarang yang melebihi 10 % ( K a W  et el, 2004, Rho at aE, 2001). DiJaporkan 
bahwa lebih dari 60 % embrio hasil FIV menunjukkan kramosom yang abnormal 
NiUamediana eta/., 1998). 
Embrio yang diperoleh dari Wilisasi m wW, memedukan si&m kultur dl 
luar tubuh yang mampu mendukung pehbangan embrio setanjutnya. Pade 
kondisi alamiah (in Yivo) maka salwran repmduksi betina merupakan tempat yang 
paling seswi untuk bisa mendukvng perkembangan embk sampai &hap 
pmimpfantaaf (bJasE&), yam kemudien selanjuEnya diinsfer ke imluk betina 
dan menjamin kelahiren ket~tunan yang hidup dan normal seaam geneak. 
Secara in Mitm masih banyak kesulitan mtuk memperoleh kondbi yang 
menyerupai fisiologi dalam saluran reproduksi hewan betha sehingge mampu 
mendukung perkembangan embtio normal. Sejauh ini telah dl forrnuhikan 
brbagai medium untuk kultur in vih,  mulai dmri medium maturasi oosit, medium 
fertilisasi ataupurr medium tumbuh kembang ambrio fanjut secara in vftro. 
Fonnulasi dm kompisi medii sederhana yang digllnakan unttik kulkrr embrio in 
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tdbu pada mulanya sebagian besar berdasarkan @a serum yam ditambah 
dengan piruvat, $Mat, glukosa dan antibiotik untuk menghambat pettumbuhan~ 
bakteti (Gordon, 1994). Pada perkembangan tmkhir sekarang ini media kultur 
embrio leiah dinrodffikasi bus menerus menjadi berbagai macam medium kukr 
yang korqpkh, seperti TCM 1199, Crl, MSOF, NCSU diln sebagainya. Masing- 
maslng medium wntuk masing-masing spesies sekamng juga terue 
dikembangkan. 
Pada berbagal spesies hewan dan temak blah mampu dihasilkan ernbrio 
in vitm sampai tahap Mastosit dabm berbagai varlagi formulasi medium kukur dan 
kondisi kuRur yang brbeda. Namun demikian, sebenamya sistern praduksi 
embrio in vifm ini masih menghadapi mesatah, misalnya taleransi terhadap 
sjmpan beku embria pada -196% dan tingkat Wuntingan setelah embrio 
diinsfer ke induk mipi in masih W P  betum memuaskan. 
Secam umum k u a l i  embrio yang dihasilkan secara in vitro rnasih lebih 
aendah dibandingkan dengan embrio yang dipemleh den in viva Kua lb  embrio 
rnmpakan salah satu faktor yrcng penting unfuk menjamin kebdsilan transfer 
embrio. Suatu evaluasi yang akurat dipetlukan untuk b i i  meningkatban tingkat 
keberhasilan transfer embrio, tingkat kebwntinpn dm angk ke4Mran indiidu 
yang hiup. Demgan demikian, keberhasilan suatu aplikasi teknologi mpmduksi 
betbantuan m b u t u h k n  M i k  kultur yang balk untuk menghasilkan embrio 
yang berkualkas serta suatu metode evaluasi yang akurat untuk menilai k u a l i  
embrio yang dWlken. 
Kual i i  embrio ymg diiunlakan mhdc transfer embim ke induk mipi in 
akan berpengaruh nyata teirhadap brhad lan  kebuntingan. Ada bsberapa 
metode terbaru yang telah dlkembangkan umk evaluasi embrk. Evaluasi embrio 
yang telah dikenal untuk uji &ya hiiup setelah transfer embrio diantaranya 
adatah: pengukuran akthrltas ensim, dye exclusion test, g / m a  uptake dan 
pewamaarr hiup mati (Me et at, 2004). Narnun demikian sebagain besar dari 
metode inl justru merugikan embrio sendifi dan tidak biia dtgunakan umWt uji 
kualitas embrio secara individual. Metode konvensional selama ini yang tefah Wih 
dahulu dikembangkan adalah: 
(1). Evaluasi morfologi embrio, dan 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Evaluad morfologi telah banyak diiunakan untuk mengstahui kualltas 
embrio kama sifatnya yang non invasive dan bermanfaat untuk predibrsi tingkat 
kebuntingan sekelompak temak setelah dilakukan transfer embrio. Berdmarkan 
pada evaluasi rnorfologi, embrio yaw berkuahs bagus akan naenghasilkan 
tlogkat kebuntingan yang tlnggi sementara embrio yang jelek akam menghasakan 
kebemadlan angka kebuntingan yang rendah. 
Evaluasi stnrktuf morfologl dilakukan berdasarkan asumsl bahwa 
kemampwn perkernbangan awal embrio adalah berkorelesi denlgan marfologi 
normal dari embrio dmgan melihat pada hasil pengamatan maffobgi pada fase 
blastosis. Evaluasi morfobgi embrio bermanfaat untuk mempreclikd tingkat 
keberhasikrn lrebuntingan sejwmlah embrio yang digunakan untuk transfer, namun 
kurang bisa menggambarkan k u a l i  yang sesung@Ihnya dari embrio secara 
indivklual (TakagisM, eta/. 2003). 
Pada bebefapa kasus memang dilaporkan bahwa 6mbFio yang secafa 
rnorfologi jelek temyata masjh bisa menghasilkan kebuntingan sementsra 
sebaliknya embrio yang setnula diklasfikasikan bagus ada jugs yang gagat 
nenghasilkan kebwngan. Dengan dmdemiklan aebenamya emtuad morfobgi 
masih Mat subjektif dan k u a n t i i  Hal hi wbnamya bisa dimaklumi hrena 
standart kakpr i  yang digunakan bewariasi dhntara para penelnil atacl 
laboratorjum yang rnelakukan evaluasi. 
Setelah dilakukan pemeriksaan morfologis embrio kemudian dilakukan 
klasiRkasi kuaitas embrio. Ernbficc dipedksa untuk rnengetahui apakah layak untuk 
diiunakan @a proses transfer embrio ke mduk resipien alau tidak atau poling 
tidak untuk memberikan periilaian tenbng kualitas atau viabititas in v&. Embrio 
biasanya dilakukan pemeribaan dibawh rnikroskop, dengan demikii sifatnya 
oubjektif krgantung pade pengetahuan dan ketrampllan peneM. Pemeriksm 
morfblogi dimrankan dilakukan d i i h  perbesasan 200 kali dengen rmikmkop 
stem atau Wh baik lag1 deqgan rnikrmkop inv-. 
Beberap8 poin dasar yang haws d i m  pada ernbrio hi adatah: 
1. Sejauh man8 embrio bisa barkembang (fa- berkembengan) 
2. Apakah rrmhrio bebas dari c a d  (defect) 
3. Kaku ada cacat, apakah aekan berpengaruh setelah di lakukan transfer 
embrio 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pmriksaan tahapan perkembangan embrio adalah kesesuaian dengan 
fase yang seharumya terjadi perkembangan sesrlai dengan jurnlah hari 
perlrembangan setelah dilakukan feftilisasi. Jika embrio m n y a  kurartg dari fase 
yang seharusnya pada hari kuItur tertento, h@I itu ada beberapa kemungkinan: 
1. perturnbuhannya pernah berhenti 
2. twnbuh pmmtur karena ovuksi terjadi lebih lambat deri pada yaw 
diharepkan 
3. perkembangamya sangat lambat 
Klasifikasi perkernbangan embrio, dtlakukan secasa umum dengan 
rnenghitung jumlah sel dibawah. pmgamatan m9klroskop. Embrio di klasiflkasikan 
bsrdasarkan jumlah sel e l s e p e r t i  misalnya 2 sel, 4 sel, 8 sel, 16 sel, mowla, 
blastosis. Adapun ciri embrio adalah sebagai berikut: 
1. Morula: Sel seuara individual sulii untuk dikenali, mama sel menempati 
hampir seluruh mang peMillin. 
2. Kompak Mumla: sel Mastomerr %ling merapat, membentuk m a w  set 
kompak. Massa embrio menempati 80 - 70 $6 ruang perrivilte5n, leblh 
beear ukurannya jika dibandingkan dengan fase morula. 
3. Blastosis awal: Terlihat adan* ruang (cavity) dibawah pengamatan 
mikroskop, embrio betl?entwk cindn menipis. Bagh  yang gelap 
membentuk inner cell mass (ICM) dan bagien yang lebih terang 
membentuk tropoblast yaw dapat dibedekandengan jelas dibawcuh 
mikroskop. 
4. Blastosis: Sel lajw hpoblaat terpisah, dan i m  cefl mass (ICM) 
menjadi lebih gelap, sehingga perbedan antara duo bagian itu menjadi 
jelas. Ruang Mastoais melluas unklk menempati hampir semua ruang 
perivittglin yang ada. 
5. Expanded blasbis: perluasan mang blashis rnenjadl labih nyeta dm 
jelas. Embrio menjadi lebih beser kim-kka 1.2 - 1,s lebrih besar dari 
sebelumnya. Ketebalan zonna p e l I ~  menjadi befkurang 
sepertiganya. 
5. Hatohhrg blastosi~: Ruang blastosii sudah wpenuhnya ekspansi, sel 
blastwit memecahkan zone pellucide dan tmpa ada batae (helehitw 
atau mene4as). Hatohhg bhtos'i bentuknya bundaf sermpai hrwi ire 12 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
tetapi ksmudlan menjadi oval dan dengan cepat akan menjadi besar 
ukurannya. I I 
m a i  ilustrasi disini di berikan gambmn tentang perkembangan normal 
pada ernbrio gapi setelllh terjadi Miliwsi (Tabel 4.3) 
Tabel 44. Perkembangan tlloymal embrio sapi setelah dilakuhn fdlisasi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IV. METOOE PENELITIAN 
4.1 Tempat Penelltisn 
Penelin ini dikksanakan di laboratoriurn Biokhia Jurusan Kimia. 
Laboatorium Biilogi Molekuler dan Sel Jurusan Biilogi Fakultas Matematlka Plan 
llmw Pengetahuan AJam Laboratorium Biimedik Fakubs KedMeran 
Universitas Brawijaya Malang. 
ieknik hibrkiisasi lymphoblast yang mengekpresikan nbZP3dG dengarn sel 
myeloma pada penellan ini dikembangkain untuk pengeMbang9n antibod1 
monoklonal spesifik terhadap natfve peptide ZP3. Mencit BaiWc diimunisasil 
dengan native protein (nbZP3dG) sebagai kolat yang sudah dipatenkan oleh Tim 
Peneliti ini. Welh 3 kali booter mencit dikorbgnkan unwk isolasi sel lymphoblast 
dari Magan (Limpa). Penggunaan HaGHen Cobe dalam penditian inil akan 
dimintakan SertiRkat Laik Etik pada Komisi Etik PenelMan Unhra-s Brawijaya. 
Lyrnphoblast hadl koleki dihibridisasi dmgan sel myeloma yang diperobh dari 
paease ke 3. Antibodi mofldrlonal (MabhZP3dC ) dimumikan dan diuji 88begai 
ealon imunokontraaepsi wanita yang diuji melalu3 ferHlisasi in viEro dan in vim. 
Teknik-teknik analisis yang digunakan adalah kultur sd, penggunaan hewan 
cobs, SDSPAGE, ELISA, Western blot, Dot Blot, $and Mrrd'lrrg mptor  dan 
imunohisWi.  
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4.3.1 lmunl8a8l Hewan Coba 
Men& Bdblc yang diperdeh dari Pusat Veterinaria. Swrabaya mWah 
diaklimatisasi dan dimunisasi dengan bZP3dG hasil deglHc~8llasi. Setelah 
diknunisasi pertama kemudian 14 lhari berikuhtya di lekukan booster, selanjmya 
pada hari kekfju setelah booster dkrkukan pemanenan a l  limps. 
Men& BALWC yang telah dimunisasi dengan bZP3dG dilbunuh dengan 
Cgra m ' m l  d1-W kemollian dlambil ItFnpanya dan dhkukan penflyatan, 
selanjutnya d i i n  dengan pimet, dan eel lirnpa dikmpulkan dan disenf-i 
1500 rpm pada mperatur ruangan selama 10 menit. Setelah itu pelletnya 
diresuspensi dengan medium penumbuh dan siap untuk digunahn h~Wtsasi 
dengan sel myeloma. 
4.3.3 Kultur Sel Myeloma 
Sel myeloma didapat dari PUSVETNW\ Sumhaya, dibiakkan dengan 
tiieplium RPMl yang mengandung foetal calf serum (FCS) 10% dikkulcen pasase 
minimal dua kali agar didaprrtksn sel yang segar dan sehat setelah itu dilabkan 
penghitunga den Uiilekai dengan menggunakan pewamaan girnsa untuk 
manentukan sel myeloma yang hklup dan nrsrti. I 
4.3.4 Hibrldfrssl I 
I 
SeWhh sel dipamwkan dua kali kemudian dlleku~fl pMfwbn dengan sel 
limpa dengan cam jumlah sel myeloma 5 XI@ kemudian dicanrpur dengan sel 
lips yang blah di paneskan sekiir 37°C kemudian disenMdugasi d q a n  
kecepatan 2000 rpm. Kemudian sel pellet dilakukan resuspensi dengan medium 
RPM! dengan FCS 20% dan d i i  @a kali dengan medium ymg mengandung 
FCS 10% . Perbandingan antara sel myeloma dan sel l i p a  3:T Pada seat 
pemmpuren ditambahkan 1 rnl PEG selame I menit kemudian d i l a b n  
pencampuran. 6elanjutnya dbntrifuse dengan kecepatan 1000 rpm tingkat 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
selama tO menlt. Selanjutnya ditambahkan medium HAT d m  dimkllbasikan pada 
inku$ator 37 "C yang mengandung CO2 5% . Dan akhjmya M a p  3 4  harl 
ditambahkan 3x HAT dan KT. dan setelah 10 hari di tes an'tibodlnya dengan 
EUSA. 
4.3.6 Uji Eli- 
Untuk seleksi klon dari sel hbrid yang mengekspresikan a d o d i  dengm 
t ier  tinggi dilakukan isolasi. Selanjutnya dipindahkan pada mkmpiate dan dibri 
medium RPMII yang mengandung 10 % FCS. Sdiap 3 hari di tes antibodinya 
dengan cam supernatannya aambil kemudian di reaUan dengan isolat 
bZP3dG. Seteleh diinkubmikan selama 45 menit kemudian di ic i  dan direaksikan 
dengan konjugate alkaline phsptase fragment IgG anti mom. Akhlmya 
divisualisaelkan derrgan substrat dan ddibaca dewan ELSA reader panjang 
gelombang 450 nm. 
4.4 In Vrtm fwtllkrrl 
Untuk melakukan tahapan in v&o maturasi digunakan ooait karnbing, 
awahya dilakukan matumsi oosit kambing dalam medium maturad yang 
mengadung 1 % anfCbZP3, @ah 24 lam maturasi dimana gambaran oasit 
yang kompak dengan sel cU~UW oopbrus dipakai untw in vkro fertjlisasi 
menggunakan spermatozoa kambing. Oosit yang blah dikultvr dabm mdwm 
tanpa dan dengap arrtE.bZP3 selama 24 jam diperiba dlbawh mikrogkop inverted 
dengan pembsaran 40 x , kemudian dipilih ocm# yang dikelilingi OM lapban set 
kumulus ymg berbtnbang, yang kemudlan dimasukkan dalllm medium BO 
heparin. Untuk mengamti tingkat matangen oosit ditakukan dengan 
manngunakan prepam$ pewamaan dengan aceto oroem 1 94. Ada pelbedaan 
tingkat rngtumsi antam k&rol( medium tanpa anti-bZP3 ) dm perlakuan ( anti- 
bZP3 1% ), yah secara berklrui-turut adahh W,68 % den 78,58 %. Adanya 
penurunan tingkat maturasi oosit itngan kehadiran anti-bIP3 mengindhsikan 
adanya penghambatan pemagakan omit oleh anti-bZP3. Hal ini sesud pe- 
Owen (2000) hW adanya anti-bZP3 mempenhlaruhi perkembangan aosit den 
oWJasl, b W a n  diduga nembbk brjadinya ikatan sperm terhadap ZP. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
V. HASlL DAN PEMBAHASAN 
Mencit Balblc yang tebh dhunisasi dengan bZP3dG dibunuh dengan oars 
&MGBI dlsbcatbn kemudian diambil organ limpanya dengan pernbedahan, 
selanjufnya dicuci. Kemudian diernbil mediurn RPMl seoara aseptik ke dalam spuit 
1 ml, medium yang ada dalem spuit dbuntlkkan ke dakm limpa bemlang kali 
(diulang sebanyak 3 kali). Cai in medium yang BisunWan kernudtan d h M l  &in 
selanjutnya d limpa dikumpulkan pada tabungl WrWuge dan disentrffugasi 1800 
rpm pada temperatur wng selsma 10 menit. Pellet dire$-l dengan medlum 
RPMl dan siap untwk digunakan hibridisasi dengan sel myeloma. Jumfah sel 
limfosit hadl isolmi terlebih dahulu dihltung jumlahnya dengsn menggunakan 
haemositometer. Jumiah sel hasil perhbngan nantinya digunakan sebagai acuan 
banyaknya ssl yang abn  disUran pada perlakuan h ibr id i i .  Hegil sel limfosit 
B seperti pada Garnbar 5.1. 
Garnbar 5.1. Limfoblas yang blah diisolasi dari limpa mencit, 
Konsentrasi limfosit hasil koleksi adalah 2 x 10' sel per satu limpa. 
Selanjutnya dilakukan ttlhapan penelin lain yaitu melakukan fusi limfosi 
dengan sel myeloma. I 1 
I I 
6.2 Penyiapan Makrofrg I 
Men& Balblc disuntsk dengan medium RPMl mengandung pemhp dan 
fungizone seoara intraperitonial, perut mend dipijat perkhan untuk rnempemteh 
makrafag pada rongga peritonium. Selanjutnya dilakukan pengambilan cairan 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
peritonium den disentriiuga~i dengan kmpatan 1000 rpm selatna 10 menl pada 
aiuhu kamar, dan ditakubn penghitungan sel makrofag . Hasil koleksi adalqh 2 x 
16' per mencit. Fungsi dari kultur rnakrofag &lah ssbagai sel pendamping 
(tkmkr fey60 bagi Rertumbuhan sel hasil hibridoma. Fungsi dad sel pendamping 
antar kin rnember,nutrisi pada ael utama yang dikulhlr serta memberi lingkunglan 
(mvjmmenI") yang sesuai dengan kondisi in vhm. Wain itu eel pendamping 
memiliki fungsi memberi stlmulan- stimulan yang dapat merangsang pertumbuhan 
sel wtarma yang dikuitur. 
I 
Gambar 5.2. (a) Penyiapan Sell mkrofa$ dari intrapwitoniurn men& Balblc 
(b) Set makrofag dari intra petitoniwm mencit Balblc 
6.3 Knltur wl Myeloma 
Set myeloma (P3UI dan NSO) diiapat dari PUSVETMA. Sel myeloma 
&heh dibiakkan dengan medium RPMI yang mengandun~ Ma1 celf m m  
(FBS) 10% dilakukan pasase minimal dua kti agar dldapatkan sel yang segar, 
sehat, stabil dian siap untuk difusikan dengcm wl limfosit penambahan serum 
disini sangat penting dimana w m  memiUki kandungan ygne sangat kompleks 
dan dapat rnenjadi penyangga kehiiupan bagi sel dahm kultur. Fungsi serum 
antare lain sebagai stimulasi peitumbvhan rel dern fungsirlya, brfungsi sebagai 
biiatrik untuk mfakat dan penyebaran 9el serte sebagai transport protein 
pembawa homon mineral dm lipid (Caplan, 1991). I 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
setelah itu dilakukan penghitungan. Jumlah sel myeloma yang digunakan 
untuk fusi denaan sel limua kurana lebih 2 x 10~.lml, seperti G m b r  5.3. 
Gambar 5.3. Sel myeloma d l a h  di pasasekan sebanyak tiga kali untuk 
persiapan hibridiiasi atau fusi denggn sel Limfosit mencit. 
5.4 Fusl sel limforrlt dm sel myeloma 
Sel limfosit dan sel myeloma dicarnpur dengan perbandingan 1:2. Hasil 
campuran disentrifugasi pada 1000 rpm selama 10 emnit pada suhu kamar, 
menggunakan medium RPMl tanpa FBS. Fusi antara limfosit dengan sel 
myeloma dengan bantuan PEG 45 % @a& efhylene glycole, PEG). Setelah sel 
dipaeasekan dua kali kemudiin dilakukan pernfusian dengan sel limpa dengan 
cara jumlah set myelorlla ( 2 x108 ) kemudian dicampur dengan 4 lidasit yang 
teleh di panaskan sekiir 37°C kemudian diintrifugasi dengan kecepetan 2000 
rpm. Kemudian sel pellet dilakukan resuspepsi dengan medium RPMl dengan 
FBS 20% dan dicuci tiga kaii dengan medium yang mengandung FBS 10%. 
Gambar 6.4. 
Pada saat pencampuran diimbahkan I ml PEG selama 1 menit kemudian 
dilakukan pencampuran. Selanjutnya disen'trifugasi dengan kecepatan 1000 rpm 
sslama 10 menit. Penambahan PEG (Poly Etilen g lbr )  berfungsi untuk membuka 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
membran seL meyhrm sehingga mempermudah Wadinya fusi antara meyloma 
selenjutrtya dhbahkan medium HAT (Hipoxanthin Amnapterin Timidin) 
dan diink-sikan pada inkubaktr 39°C yang mgnsandung C02 5%. Medium HAT 
merupakan medium yang selewif sehingga sel yang dapat tumbuh hanya serl yang 
berhasil fusi, sedahgkan sel yang tidak fusi akan mati pada rnediwm hi. Setiap 3 - 
4 had medium diganti dengan dengan medium RPMI mengandUng FBS 20 % 
yang masih mengandung HAT dan setelah itu hasil kultur dikonfirrnasi titer 
antbdinya dengan teknik ELISA. Pada hari ke 11 t#er antibodi paeW dari k&ur 
diganti dengan d i m  RPMl mengandung FBS 20 % + HT 200 pUiOOml media). 
Gambar 5, menunjukkan bahwa hasil fusi sel nampak bmkuran besar. 
Gambar 5.5. Hibrid seMW tenhadap HAT 
Ketarangan hibrkl ~ I ~ k t l f  
HAT ( Mup) 
T i i  selektif + 
5.5 Sureening Anttbodl TemOdap Bzp3dg Datri 8al Hlbmdama Dnngn Teknik 
ELtSA 
Teknik ini dilakukan untuk meqpahui apakah antbodi terhadap b P 3 d O  
yang diproduksi oleh hibridama dari LimRasit B yang diisikan dengan myeloma 
dapat dikgnali oleh antigen induksinya (bZP3dG). Secara kmttbtif titer anti- 
bZP3dG dari kuftur hibrkbma diukur dmgan metode indirect ELISA Nfiai 
ababansi pack3 panjang gelombang 405 m actalah antara 0.324 - 0.566. 
Untuk melakuken tahapan in v h  matutasi digunaken OOM i, 
awalnya dilakukan maturasi -it kambing dalam medium mtumiri y&wg 
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mngadung 1 % a n t i 3 ,  setelah 24jam rnaturasi dimana gambaran wit 
yang kompak dengan sel cumulus oopharus ( Garnbar 9 ) dipakai untu in vitro 
Wilisasi menggunabn apermabzoa kambing. 
Gambar 5.6 . Perkembangan sel curnvlus pada oosit yang dimaturasi 
dalam medium yang mengandung anti-bZP3 1 % 
Oosit yang telah dikultur dalam medium tanpa $an dengan anti-bZP3 
selama 24 jam diperiksa dibawrrh mikroskop inverted dengan pembesaran 40 x , 
kemudian dipilih oosit yang dikelilingi eleh lapisan wl kumuluo yang bbtrkembang, 
yang kemudian dimasukkan dalam medium BO hepadn. Untuk mengamti tingkat 
pematangan wit dilakukan dengan menngunakan preparat pewmaan dengan 
aceto orcein 1 %. Ada perbedlaan tingkat maturasi antars kontml ( medium tanpa 
anti-bZP3 ) dan perlakuan ( antl-bZP3 1% ). yaitu wuara bem-brut adatah 88, 
$8 % dan 78,58 %. Adanya penurunan tingkat maturasl oosit dengan kehadimn 
anti-bZP3 mengindikasikan adanya penghambatan pemasakan oosit oleh anti- 
bZP3. Hal inl sesucli pendapat Owen (2000) bahwa adanya anti-bfP3 
mempenga~hi perkembangan wit dan owlasi, bahkan diiuga memblok 
terjadinya ikatan spenna terhadap ZP. 
Data oosl yang matang didasarkan pada pesentase polar Mi I yang 
tebntuk dan teruapainya tahap Meiaphase II dari pembelahan mejosi inti, selain 
itu juga dihstung tahap p~nbelahan meiosis dan pembelahan inti tieperti ( GV, 
Metaphaw I, Anaphase I dan Telophase II 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabel 1. Data Hegil Fwtilicrasi in vibo omit Kamblng pada 
Medium yang mengandung antbbZP3 
Dari Tabel 1 tampak bahwa o w  rang terfertiliaasi ofeh spbmatozoa 
menunjukkan Ungkat perkembangan ynag berbeda. Hal ini membuktikan adaqa 
penganrh yang sangat nyata thadap terbentuknya polar bodi II (PB2), 
pronukYeus ( PN) dan Permbetahan embrio ( Blh). P m M h a n  embrio pada 
kontrol dapat d i r r i  muM tahap 2 sel, 4 sel elan 8 &, Pedangkan p d a  
penambahan anti-bZP3 hanya ada t sel yang mengaUemi pmbelahan dad 100 
buah oosit ygng p n g  dipabi d a h  prow8 fertlliii, bedmgkan pada k o m l  
terjadi 15 omit yang mengalami pembelahan dari 360 oosit yaw rnengalami 
ferrtiligasi. 
Kondisi fertilisisasi dilakuhn dalam medium 00 heparin yamg telah herisi 
oosit masak., kemudian dishpan dalam incubator C02 5 % pada suhu 38 'C 
selama 10-12 jam, setelah itu d i i t i  mmggunakan mikroskop inveFted m a  
pembesaran 400 x. 
I 
I 
1 I I I I I 
6 I - I - I2(100) I - 1 - I - 
Keterangan 
PBz * Pder Body Sekunder 
PN = hnuklei 
Blh = Pembehhan embri~ I 
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Gambar 6.7 . Ooslt yang membelah setelah 10 -12 jam inseminasi 
spermatozoa dalam medium 60 Heparin 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VI. KESIMPULAN DAN SARAN 
I 
Bsrdmarkan hasil penelMan ini dapat didmpulkan bahwa aRt'iZP3 terb&U dapt 
mrnpengawfti hirjadinya proses fertilasi. Hal termbut di tunjukken dengar1 hasil 
uji fertilkasi secara i n - w  dengan hasit Pembelahan embrio pada kontrol dapat 
dltemui mrllai tahap 2 set, 4 set dan 8 sal, sedsngkan pada p@nmbahan anti- 
bZP3 bnya ada 1 sel yang mengaiami psmbelahan dad 100 buah ooslt yang 
yang dipakai dalam prosew fertilisesi, sedangkm pada kontrol te8jdi 15 oosit 
yang mengalami pembelahgn dari 380 oosl yang mengalami ferlitisesi, Terbukti 
bahwa antibodi monddonal nbZP3dG (AAsb-wbZP3dG) bwobnsi wba@i vaMn 
imunokontrasepsi wanita. 
Perlu dilakukan pme&n lanjutan tentang dampak dari anti-bZP3 terhadap 
hewan cabg pada taraf hormonal, Agar anti-bZP3 rnenjadi akrnatYf sebagai 
samping penggunaan kontr%sepsi wanita, dan dlapat menjadi atternatif yaw 
diunggulkan rrntuk mer"rgganUkan teknik kontrasepsi yang ini banyak 
diiunakan 
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BAChb ~ F ~ n ~ w M h t h t ~ o b t h o ~ t o t b e e o a a p e d o d d n ( z p ) o l t h c o o c g ~  
SPeh b h d i n g h a a ~ ~ m s d i e t e d ~ c u s d d d a s a r i a s o f t i g b ~ ~ ~ M o l e w l e r b -  
~ ~ e ~ o ~ a a 8 1 9 i ~ h u m p n ( r n w t a d l ~ ~ W l i m i W a ~ o f ~  
f w a r m u r h , t ~ b e h w l o ~ y ~ p o l l ~ l t g e ~ v s t e ~ h o m P n E P ~ ) @ y ~ m n W 0 8 u 0 ~ g l ~ r o -  
syhtion. METHODS AND aEsULTs.. ID this titud.~, hZB glyEogrotlins, hZE9 (-I20 kh), llZP3 (-58 kh) nnd 
h Z P 4 ( ~ ~ m a ) ~ p u F U k a f ~ ~ ~ @ > 8 8 % ) ~ ~ ~ E l b h X m a s T b e M a d l l l g ~ b t * ~  
~ ~ ~ ~ W a a d h Z P 4 ~ ~ b o ~ f r e ~ ~ o P ~ t s ~ h u a g a ~ a a d - i d  
a f t e r s c r o s o a e r r a e t i e a . a n l l i e d ~ h a P t b e u n $ l a ~ r r b l o l l ~ i n a a o s o m e - n ? a c t e d ~ ~ ~  
L i P l M n d i o e d f f i e ~ ~ m b ~ b e ~ h e k r n d ~ m f d ~ a l t h t s a e w p t t r r o s a a s a b s e n c d .  
h ~ ~ t l & ~ , b u t z b z h z ~ h ~ ~ i b d u n d ~ ~ k ~ s t i m ~ a d l & - d e p e a d c n t p l c t l y o n  
N-Wed giycaylntba of W. CONCLUSIONS: Tbis mammcript desdbea tbc Mologienl d d h  d pnrUkd hZP 
IutmdluAion 
Mammaliaa eggs are eavela@d by &I e x t m & h k  matrix, the 
?ma pehida  (p) that serves as sa impoltatlt regulator of fer- 
blkatioa. The interaction bdween thc spmm@wa and the ZP 
madrstbeGrststepinfertil~oa.ThtZPmadia(Es~gof 
the spermamma to tbs coqe  in a relatively species-specific 
manncr,hduwwmomed011intheZPboundsprm~ 
ma and blocks plyspeImic fdlimtim Clanagi&, 1994; 
w8ssamm a el.. 2001). 
Mast of our kmwkdge on -ZF' interaction 
c o t a * l ~ s t u d i c s i n m i c e . m m o u s e Z P ( ~ c o n s i s t s  
of thne major glycopmtek mZP1. mZP2 and mZP3. mZP3 
is mponsible fos the initial spumato~2P binding and 
indud011 of acmaome naetioa (Bleil and Wasssrm~n, 19% 
&ebe a at.. 1992; Wswarmm, 2005). AAer -me m- 
tiw,mZP2actsasassrondsryspamrraptor,binclstothe 
scrogomweaated sqmmmma and friliratcs the peaebption 
of ZP @lei1 el Or.. 1988). Dimor6 of mZPl form bridges 
linLZllg ZP 6laomtg o o m ~  ofa  socoesclim of mZP2 sad 
mZP3 molacules (Gnve and Was~arman. 1985). Fwtlminves- 
tigations ueing Zp1 o d  mi= m d e d  that tbougb mZPl is not 
muired f a  s p m  b i i  orW i o n ,  it is muired for the 
1 .  . 
smlura l  integrity of ZP to minlmizt premcl~us hatching and 
nduced fwWy (Rahldn ad., 1999). Ia 2p2 tluU mice, 5 lbid 
zonalaaaIx inearly f-Ies wasobaemdtbateauldnotbe 
sustained h pc-owlatory follicles (Rankin a PI. 2001). No 
2-cellanbryos wererea,veredaAu&g&2nullfemaies 
with normal male mice, su- lh4t mZPZ has a role 
during f-on and early ezuby~ development (Rankin 
u Or.. 2001). Tbe Zp3 null mice have follicks with genni~I 
wicle mtact oocytes but c~nplsteiy l8sk a ZP matrix and 
have a dbrgmkd cmmu rsdifna (Liu a al., 1996; Rsnlria 
61 d., 1996). The fematcs of rhasc micc are sterile and the 
d a v e i v t a l  poluuial of cbclr oocytes is  highiy 
compmmissd. 
h l ~ t O ~ , h u w a t l ~ ~ ) ~ a o m p o s e d ~ f f o l r r  
glycoprogias desiptal as ZP1 I1638 amino acids (aa)], 
ZF2 (1-745 aa). ZP3 (14% an) aad ZP4 (1-540 ar) (tef&vre 
etnl ,2004,Cormernm(. .2M)5) .A~~FPIofthebio-  
chemical pmp th  and bw1ogical~viries ofthe hZP glyc* 
paa te inshaskeenh indsndduc to~~ i lyo fav~ l i t y  of 
h- eggs for rasmrch To circumvent WE dif6cuIty. mjous 
inv&@om have employed mmbinmn hZP glycopmteins 
(mZP) and investigated b i r  b i  &am&rMcs to 
g n * ~ W a a ~ b y O e b d ( I n i m r * y P m r s m b d * r l f o f r l r ~ S ~ o f H * ~ n ~ & d a r n d ~  1385 
A8 righe nsamad For Pe&sbnq dsnac l l l ~ Y : j c w ? k d s . p n n i a a i a u % ~ . @ r g  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
r;h;jrrawcyard.200~ E. celi + -t - - - + - - 
eaculovinn (WlS + t - - - + - - 
SdlubibdZP + + - - - + - - 
-sMy bZP + + - + - - - + 
ZP4 
ClulnuMyard.TODB E. cou + + - - - t - - 
Bwlovinrs (W1) + + - - - + - - 
WubMizUlP f + - - - - + - 
-ntuay bp + + + - - - - - 
*A. B, apatcrU PA. posl-A@tms~~& M, midphre. 
(Table I) aad biologbcd activities on spe- (vm Duin 
er d.. 1%. C!bpman et d., 1998; Tsubemoto sl d.. 1999, 
Btay er d. 2002, Chakravnay er al.. 2005. X@& W e m -  
Camp0 etd.. 2006). However. ia is &ly that the gtycmyklion 
of rhZP slyqnaeius is diffemnt from tbat of k native 
counkqmm. It h Lnown tbet glymylatim h a  ~igrdhnl 
impact on the biological activity of ZP gly~~proteias Wfl 
et al, 1999; TopfdF-Peter- 1% Wasssrmaa et d.. 2001). 
Hypsiivaticii is a s p e c W  motility paean ssa, in 
amrmatozoa at tbe f-tion gte. It is chara&&ed bv a 
goaim pymvne EO.m3 mmgjml), peaiciWin-G (0.06 dml), 
my& sulfate (0.075 mglml) and 3% bovioc Scmm .Ibpmin =A) 
s t 3 7 " C i n a n i h n o s ~ o f 5 % C O a i n i u . ~ S ~ ~ ~ d y  
w r d i n o n r a s s i e w l r r p u l m r g o n ~ m ~ l l i n g ~ a f ~  . . 
of >mse.Irlr;msd*mbsbsFndfffcRpaci~(c%.Kirlanan- 
B m  .?I oL, rn Bdu-Addo el d.. 20(W). Atba wddgbl qmci- 
tatws, tbe paoafiaec of epgsitrrad was 63.4 f 5.5% 
(mranfSEW by ~~ rmaipiDB 
er d, 2QWL M aprirsred splslarpmo wen: in 
EBSS coatalning 0.3% BSA (EBSS/BSA). 
kY vigoroug noaprognssive. random mation wi& tiigh 
- -=- C U N ~  aageUar mowment (S- snd Ho. 2003). The prp T o ~ M A b s M e c i y c a i l h h ~ m n r p r m e E o a  portion of bypma&vated spem&ma is positively d a t e d  bsctllovimkwrss&d - - - psrificd 
with ZB ~~IXW and p e w o n  0'-, 1994: Stam w m  M~ ( u w r r y  cr d., m). ~ l c  
u d, 1995). ZP-indud amsome raaotion (rJu et ol, 2007) m, 8grid ' male BALBIc 
and NF (Wan8 el #I.. 1993). blubiliud hP mZP mim a- l o d d  s d  & x - ~ F & .  ~ & d  
i o ~ ;  ~est iapn cmd-~ranlmn, 2007). Tbe sotion Of p a d  
native ZP g l y m i n s  on hype~ctivgtion is not known. 
mere were thne objeclives in this rmpon. F i  was te pwif'y 
native hP glycqnoteiIl% Bn,m bept solnbilivd isolated ZP 
wing muOmcE4 antibody (MAb) based W t y  
coFumns. Sbwnd was to & hending chsraaclistics 
af diffcnnt hZP gl- to tb csp.oitatsd and 
acmmm-mete4 spermatozoa TbiFd wa9 to d y  the &kt 
of hZP glycnprobhs on hypecactivation. 
' pmbill csa  allha ham caaukliod "--"""-=- Whho~mpbSCFrrrmd~ J ' DamkhfI, 
UW.Animnlsrraiusdrarobooa&rmip.a4wmlrhrvrls 
o f t b e . . m e ~ o f l s s ~ w ~ c p m o c i n ~ d  
in imompbSC RNnd'a djuvmc @ifco -1. Spbmeytts 
~ i h a m i r m l s ~ ~ ~ t i g c a ~ ( b c ~ -  
ivepolsinuBaarmiosdbyewymw-linkdbmn&MxWa%ay 
o p L I s A ) w e ~ ~ O u x l m ~ b y b c i d c c l l d m s s a u a h y h P A b  
e a s d d y  as dasibrd pvionsly (Oovind n a!., m. Tbc spd- 
~ofMdbsforagivmhrrmmmonp.olcisraaHaifird~in 
Q J S A a n d W ~ M o ( c m ~ . u f k 6 ~ ~ ( B I * o v s l r y  
s r d . , h ~ ~ . ~ ~ ~ b l ~ b y a S T r a p ~ S t p b P o s c  
E d r r m a ~ ~ . m c h e d r n i m ~ A s y ~ ~ . T b e  
b o m d ~ ~ ~ e t u t a i p r i t b O . l M g & ~ b - H C t @ 3  2.7.Thc- 
d~l~~oftbc*edMAbs--bya- 
pmteir~ awdy kit @ia-Rsd, CA, USA). Tbc MAb 
MA-1615 gewmtd sgainM IWS~ failed Lo resft wi&l rbZP3 and 
rbZP4bom i n ~ & U S A a a d ~ b t a d ~ v ~ n d . . i n ~ ~  
a o d w ~ d t o p u i r r h p 2 f m m n r c i v c - z s d s c a i b d o w .  
sk l iwy,  MAb MA-1558, gcwsGd rim3 llsd dsvdd of 
rartivilywi&hZPZ.alhZW,assusedrnpmifyhzP3fmn 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dative soume. (Bukovsky 61 d., in -11 hIAb MA-1660, d v c  
~ ~ w s s p l s o o s s d f o r ~ ~ o f p u i 6 e d $ ~  
~ ~ ~ W ~ ~ € ~ L ? ~ O I O ~ Q ~ O I I I ~ + U I P C I I Y B * I .  
-of-*- 
U- htrmpn oocym from cur Bssistnl qmbct i rn  pugram 
asrr indmed rum MAbs asajar1 dm%! ~~1615). 
(MA-15m oa hZP4 pmleinu (MA-1660) & a ocl0seotrs(ioa of 
l ~ / d i q 6 0 ~ o f ~ a r l i p c ~ s ~ ~ l %  
BSA for 1 b at s°C. C. d v e  wading wim WS, the b a n d  
autibdk WC~D by tlucnrrseia ~~ (Fnrt 
conjugSsd goat rmi-nmw kmmm&&h (1g)G (Silpnr. 
S t L o t l & U S & a a d ~ o b s r v e d & a t b r o l a r a D D c m i ~ .  
O o c ~ i o d l b a r c x l r + i & t b ~ a a i b o a y r l o l l c a p r j m o n n -  
lnnlaronscsnti-goatIgQ(~)dss*@o~~k 
-bm-k.l-mFpr 
~ ~ m ~ 8 n d ~ - t m r ~ h o a p . n  
a g w a r t i o m m e a s s i ~ ~ ~ s r ~ M s y H W -  
p i ra l l 3m l3goskmrc -Tbcdpo (oco l s r sam 
b y d s B t b E F s ~ o f b U m i r a r s i t y o f H a o g K o o g . R I o r  
~ m ~ d i d o o t a ~ ~ a p a m ~ b i ( l l f i D g ~ o f  
LVlP mu u d., 1988; R&& st d.. 1991; Gmcqkapn*i el d.. 
1998). hZP fmn MfMitiacd m~ytar with or witbul ajmmama 
pomrtioo dm had similar rnaomc reaction iDdudag tioo&Ilty (Liu 
lad Baku. 1996). Tk ZP w a c  bicecsed sod s q u a w  fmn t8c 
b u m a o ~ u s i a g g t u s m h q i p e f = l ~ ~ ~ -  
s c o p s . T b Z P w a r e a b x e d i o a ~ c u r t s l r u s g 2 5 m M ~ k  
amin6 LWmM %a. 1mM MgClu PlnlW Wlr. 1% 
polyvinylprwliduoc, pH 7.8, a -7U'C bcfuc uPc. 05 tk day of 
u w t a t i a ,   ICY mat &wed itad M-solubil ' i  at 70'C fm 
9 0 m i s i o 5 m M N ~ , P Q . ~ p H 2 J a s d a s c r i k d ( I ~ c t s l  
st d.. 2gOl). The pcqamion was anwifugd a 15 OOOg for loorin 
a t 9 b C t o n m 0 v e ~ a d t h e S P p r n a t a n t I v a d ~ .  
S o M i h d  bZPs were iacuhslcd in 5M && 
and l J . U ( T . I . ( 2 ~ ~ y l ) ~ ~ ~  
2 5 h . T k ~ w ~ l a l m d ~ u t e d v i c k a ~ I t . p  Lksaltiag 
Wums (GE HrstCbcarq Pi.satawey. USA) at 4'C PRmg 20mM 
Tris-HU mbidq 1% Noaidot P-40, lOmM EDTA 0.1 MNaCi, 
pH 6.0. Anli-rbZF2 and lnti-rU3'3 MAba wcm covakntly wmDpM 
m ~ 4 B ~ m ~ m a n ~ r ~ o n a ( P h s r -  
macis).m~&Bt%ni&mltlmnpvemllscdmpodfyh2PJaad 
~ . ~ ~ b o n o d & w ~ w m ~ w i t b O . l M ~  
pH26,natbsliesd,andrmmusdby~~ovanl$~a&eaiW 
(?+wayand wow. 1 9 8 1 ) n r i a g ~ y z o r ~ ~ ~  
l o r i c J I a c . , R s a c h o ~ c A , U S A ) . ' R . ~ ~ ~ l l o f  
~ p e i s D a 1 9 g l ~ i e s n r r d c r c w i m d b y t B o B i i  
Pm(ei0Aaesy Lic(BiwRd).Thair~.edideal i l ies~ds(er-  
m i o a a ~ ~ ~ d o d . e y l s u l l . k - ~ ~ ~ d ~  
(SDS-PAGB) 8nd mrw spcbnaroby adysis. Tbe identity of the 
pmi&dhz?3aRa~cmfnmcdbyWslomektlthyasin~apdy- 
chastbnllbody ( 1 & g / m I ) ~ k r v i a r n ~ ( S m n i I m ~  
~ 2 a M ) , w b i c h ~ m 8 ~ ~ w i t b h z P 3 . T 6 s B o w - ; U l l o u S h  
fnrtkwl*d.nimmmrorffinitycsmmatogrphic.waool- 
I c a E $ . ~ ~ ~ s . a w e g D , C A . € J s A ) v p r e s o d t o  
m w v € f & c ~ b b f a o t i m , a r f d a b ~ s g u n ~ t o  
d i a l y s z g ' I b c h P o t i a s ~ s l ~ . s P ) l / Z P 4 . s i t e o a E a i n c d  
WW1 rodba'4. 
-411rmau4currb.6b*--b*oqrralsUu 
*..rin- 
mwcdsedanldigcsedksiruari4rElypin(O.lmp/mlmBmM 
NWCOS, pH 8.0). Thc diw pnp th  wm lacoMled witb 
MiUip*c C18 ZipTip ad dissolved iq 60% aaa~&~%-0.1% 
tri8tmmc&c acid a- acid 
~ " I b e ~ o f l b e ~ d e a s r r a d y d b y a ~ ~  
kser ~f~ lime-of-fligu maPP sp&nmmy 
mALDI-'iw-Ms /MS). Tk pnm.in9 wetc idrmificd by IIIwblng 
to the public pm&ia dbtabrucs at Ue Swiss-Pron ~.Nu~uw.ebi .sc.  
uk/dssmt / )  as &&bed Qce at d. 2004). 
I 
~ Q f ~ ~ g g u o p a t r 8 1 r * ~  
~ ~ ~ W b e p c P r r r d b y ~ c s p g c i -  
@SS/BSA 0Wt.ieiac Z.S&of iaaophat  
A23187 for Mmin. The vlrbilir). ofsprmuo~oa ss dacrmimd by 
Hoedm was similrr bcfdn (82Ale4.646) and a& 
06.8 & 4.6%) ioaophorc trra~~ta 'Ihy wrae warhed mildly 
i a e d i a 0 . 5 % ~ & h l O ~ ~ m a n a r n p e n t m c  
~1UdVCh1990).asDDandonstidesrmdair-dI ied~d- 
bwDdby~inuhtioruwimlpmol/2O~rati~0bZP$ycopromins 
a t 4 ~ C A f h . s 2 4 h , f & c ~ ~ m s b s d s n d ~  
incoba(ed arassively ovi& &-m glycoprada mui* 
@4&1615. MA-1558 a MA-1660) md @y2ooljog.tsd f l  6 
mau& !gG (Sigma). The mrc Wsrr wwk4 knwc%d for 
Itniniofcceddmcchrmlformllpa ' 'imaadirmbated 
u i t h r n ) . b c k d p e a n m ( ~ ~ ~ ) * ~ ~ . P s A ;  
S ~ ) ~ 9 & ? b e s p m s a o . l ~ d i ~ - P S A i ! l Y J b p  
$ ~ - * w e x & m d e r a f l o o r e a c a o c  
micmocope. Tbc rrpaimeat arr repuad wichom i* -- 
mctlt on mildly 6ad agscit.lod hxumazsm ibc m a  plmm 
Ta onsym w u  innctivslDd by *Pa Smio. Removal Of 
Q-w &cum Iva eoadaMad by ahl i  bydlul*s (-) 
aPdcanibas(Rfarmsartrd w.Ysmmah 1985). ~ I n , Z P ~ y W .  
proreissamcianrbatedwith31uMWRat~~Cfor24h.mS~ 
tiom was StQpped by itmldmioe mi& retic & T& 
~ y a b 3 y ~ w . s ~ b y f & c O l y o e R o G l s N Q r r m i c q l  
DE@ycarylrrioe Kit (Signr) wing alfbaie m-d 
ms, Pbrann Pld waesmmm, 1985, IbObP el d.. 2001) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ammiing to mC ~ ~ ' s  pm(ocol. ?Irough ckmial  
deglpsyldon lllight MUUle piItibi mein dwuuctiop IMding to 
l ~ o f ~ d a c I i v i t y o f c b c t r c a t a l r e a ~ ( s o j u P n d ~ ,  
1 9 8 7 ) , c h c m d b o d h s d b s s n o a d ~ U y  insIudyinghemle 
of glycaas on cbc biological scciritieg of tmnt3u (Tlomal aPd 
Wasaman, 1985) and porciae ZF glycopumh (WMson el ol.. 
1992; h b u  n d.. Wl). lk pu'ity of the dcglpos)rhtod pmceias 
waa cbeeksd by SDS-PAGE afgr dialysis. 
ww s r n a w w m w l a c a  as- aa 
* y r n - Q f c q i p c i a P d - ~  
TbeldnelieaofrcionOfbZSrmsprmmp(llilywgsd&cwlnedby 
i n c u W n g s p ~ ~ z m d a w i c h p l v i f i a d ~ ~ i a t a ~  
WtiasofI p m o l / ? 0 C J f a 5 . 1 5 a n d 1 2 0 m i n . A s ~ ~ o f ~ t i v e  
~ W a n n i m i ~ ~ l r m o ~ m p s r o d r h m d u ; s m o r m l o f B S A  
p n r a n M i n ~ c n I M r ~ ~ ~ i n E B S S J B S A  
w i m a n a a o : v c m ~ s i n r i l s r o w d i i i o ~ ~ ~ ~ a r c r o n a d  
lk+a SF Tracker System (Hobson Tmckhg Sysrsnrs W., 
~.Ug)~~6USCd10mrdy~penUmrrr i l i typpnmecun.% 
seeup pmmEtm of the syscmr and k paednm b&w ken 
daanibal eirerVtrerr; (haoiikw et d. 1W. Chiu st d.. 2002). 'k 
Mmtimer (19%) criosria fa h~~ arerc lrsod as Tollo4: 
nvvili&ar v e l ~  2 150 mmfs and hcmity 550% awJ amplitude 
of Lcmrl brad dbpkmnmt 27.0 )rra. 
s ' a w w d u  
AUtkdraavar tu~ .smcan&~.Thed . lawmaao lynvE 
b y ~ o t & 0 2 s n d S i ~ 2 ( 1 3 ~ o f t r m c ( ~ ~ i b c . S l o  
Mad, USA). For alf expcdmmts. U* wn-puammic nnslysir ofwrr- 
i P n e e a s m k a s t f o r ~ l e m m ~ f d l o a K d b y M . a o -  
Wtmsy U-lssc ars d A pmkdiby value <0.05 wlls CouMmd 
m be wistkauy sipificd 
M n s a ~ r h 2 P p m t r i n r n a r c ; W a h r k Z B d i u ~  
The rhrae anti-rhZP MAbs tcW bound specificaIly to intad 
ZP of h ~ m a ~  ~ocyvs FIB. 1) The oocytcs inoubswl with 
che sccoadary antibody alont (data not sbown) or umclatcd 
mwac anti-pa IgG gave no fl- siws (Pig. 1). Tlle 
MAb rbZE3 (MA-1558) WUI PhZP4 (Mh-1660) when 
I&& at mwnmtiol~s of 0.1. 1 end 10 pg/ml, significatuly 
c t t a u l s t r l ~ n u m b e r o f a ~ ~ ~ b o u n d m t h c h e r n i z o a a  
when campad with tlm coaaol (PC 0.W. rmk@ in a 
~ d e m r d e p z a s e i n  wwi.22).Theyxrtaaulzoam 
i n h i b i t a y . o t h r i t y o f t b e M A b a g a i m t ~ w a s r r m c h  
w&. &ncmg the antibodies used, anti-lbzp3 antibody had 
rbc gaurttst inbihitory activity oa sperm binding. At a conccn- 
u a t i o n a f l O ~ / m l . ~  shewsdinhibitiontotheextentof 
84.7 f 44-48 of the qxxm biding, WW bl bet anti-- 
and -mZW M- iahibirod 45.0 f 5.1% and 70.7 k 2.7% 
o f 4 l l c O h e ~ ~ n s p .  
PPTjlic4dlon of- gl-5 
Thc &?hi& puMcd bZP2 and bZP3 showed a mgjor band of 
-120 (mg. 3& IME 3) and -58 itDaFi. 3B. laae 3 ) , ~ t ~ ~ t -  
ively, in SQS-PAGE. The idemidas of Ebese baodai wua con- 
~ r n b e t b P t o f l t Z P 2 ( N ~ ~ ~ m N o : g i 4 ~ 5 )  
4 hZe3 (NCBI Aweusion NF): ~$97791) by 
FT@m 1: Bhdhg of anti-rhZP dbedica m h m a  a. by in&- 
m r b ~ ~  
Oocyes wua nres*sively i~~Lrebsbpd wih I irg/ml of &IMP d- 
~ m a F l T c - * a b d a Q I i - m o p s u ~ ~ ~ & . ~  
lativc blmJaon-t &laIEm us shwnc (A) a n ( i - m  
d b c d y .  MA-1615; (B) asCi-rbD3 antibody, MA-1558. (0 lati-luP4 m i ,  MA-1660 and (D) mast Idgcet I@. 
webu=2l?pm 
Olw,d 1 dhl 10 what 
Antibody roncgntafion 
MMDI-rOPMS/MS with a sequuux m- of 12% 
( M A S C O T ~ ~ 8 6 ; n i n e p s p ( i d c f r a g m e n t s ) a n d  
19% (h4AScOT iffMein scwe: 211; four ppMc fraglnents) 
as &wexi from RMeinaospecta MS-Fit scuch, 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
m g I u e k ~ t y ~ o f m m d m .  
A a i j - ~ M d m l ~ ~ m t i b O d i t . ( M A b s ) ~ l l y  
~ ~ 1 0 ~ ~ t ~ u . D & d t o ~ m h I P 2 m ~  
d u b i W  hZP, mspedivdy. N-BnLal d v  of= ~Eyarpmrsias 
werc removed ~ n l y  by E l ~ ~ P .  b v d  of 0.-
g l y c s n a w a . c m a * a a c d b y ~ ~ T e a d ~ * r p  
@qad by tbc dMniaal drglycosylhn uuing 'IPMS acid. ?bc 
WO(I of h e  h v e  and ~I~~ bZP glpc$XvEh arar: 
~dctamiaedbysaditn.dodccyl~~t~pol.~amidegslekc- 
mphwkds. (A)- 01) bZP3; Lase 1, &d&ilieedZP(n=50 
Z P ) ; L s a 2 , f l a v ~ f r a e t i o a s f t e r i m m ~ p m i 6 u l i o a  
7. rrmdGer 
reapcctivaly. WGstem Mottisg analysis using anti-bovine ZP3 
aacibodyehat~m8&~w~thh19?1meakdamu&rbsnd 
06 -58 Ll)a in the @cd hZP3 Racdon and solubil'wd 
~ , f w t n ? r s ~ t h o i d e n i i ~ o f * Q e m  
(data we shown). lRe puity of the igdated bp2 and hZP3 
wen >88% aad 292%. nspecblvply, as dekmuhd by ths 
rclatiw pmpmion of the major hsnd in SDS-PAOB Thek 
yields ranged f m m  13 to I7 ng/ZP (-0.13 pcd/ZP) for 
azPz and 4 4 IOng/ZP ( 4 . 1 1  pnol/ZP) for hZP3 without 
for tho loss during pmilicatioa 91re total p&n 
d i a t h e Z P l / Z P 4 ~ n ~ h 3 t o 8 8 g / Z P  
(;-om5paaoa/m. MO~C lbpa 93% of t8e poccin in this 
sRction was hZ?4 (NCBI Acecssion No: gilW63987) wi?h 
idwtity oonfirmed by SDS-PAGE followed by MALDI- 
TOF-MS/MS ( S q n m w  covasge: 10%; MASCOT 
sore: 88: six pa@& paptidcfragmsnts) and WaacSn blot analysis 
pi, 4, lrrat 3). The amount of bpl m Ehc ZPL/ZW 6acAbn 
so0 Il# or b Z P 1 / Z P u l ~ .  (a) w- w-.aa~ysis ot bmDlo 
ezw witb aeii-rhprl antibody @&,4-tbBa, 1 w/&. lane 1, mot- 
a u l s r ~ ~ , ~ 2 , ~ ~ ( n = 1 0 Z P ) ; L n m 3 .  
h Z F I p 4 f r a e t i o a s f t e r ~ ~ o f b Z P 2 M d  
hllP);Laae4,M~ef~nrlioLadd@yco~yhdb;W/ZP4 t%iuies 
Lauc 5 Mng of &aM de$lyoosybed bZPljW4 f m z h i  tms 
&MngotKandO-~CbglyaosyWbZP1/Zlsbfractim 
w t o o l o w f e r c ~ t i o n .  ~ t h c ~ c w -  
cmwrion In solu- ZP wilh t* Be aluasnamt of plrrifiai 
hZP glyc4poteins (ZPI+ZP2+ZP1/4) obtsinsd, it was esti- 
meted rhst -18% of the mlobiliaed bZP gfycgrrordns w e n  
lost during pUdihC8lim. 
F o U o v h g  N-gfywidnss-F tmfment, hzpz, hZP3 aad 
bpq mi* es bmad bands on SDS-PAGE, with tbeir 
r p p s r * n r ~ w ~ t 8 a s c n a s e d b y  4 5 p l g .  3A,llmc 
41, -16fPik3B,lanc4)ud-B2U)a~y.4,1.ac4),mpcu- 
i d y .  WaliBC l&uc&m Lcmovai 0-liahsd 4-
and dud the nmkuIsr mera, of hzpz by -1OgDn 
@ i g . 3 k l r a e 5 ) a n d o P ~ b y ~ 5 ~ ~ B , l a a e 3 b m  
had no sgprntPt eff& on mal of hPW m. 4, lane 5). 
Removal of both N- ami O-hked by TFMS 
~ n d ~ t h e n I o ~ ~ o f t h o Z P @ ~  
tothstofwpo1ypcpticledlain(hzp2:Flg.3A,lsne6. 
-65kDa; hZE3 Fig. 33. lrae 6, -40- hZW: Pig. 4, 
hure 6, -57 lrbg). 
B3rlkrpdrrat*ehZF-~-  
Mildly B x d  qmmamm were uscd h thisexparirncnt to avoid 
~ l a s s o f h p ~ ~ b o w d w * p l a s m a ~ ~ c ~ e  
aver tho amxmal teem feonld ZP-hdmd awomm reac- 
t iaao&nrdurhrgaGaaneatThe~l l i~cdlnroddhad 
been used s d l y  to -tuiae raouaa C l b k  and 
C d u l h  1996) sod porc%ls @* &ad W k ,  W )  
s ~ m m t c w d i a e T b k h Z P ~ g ~ m e d t d  
ioager(24h)todevebp i a B u c h ~ ~ b l y b t c a w s e  
oft lrc~accsssibi l iyofthohZPbiadiegsi lcs .Rar 
d d  Bnatioo and the d u d  hxbath  tmpmtm (4'0. 
W v c  $ZP2 bamd to 32.8 f 1.6% of Sbeqmchted sperm- 
~ S t l ~ 1 t g b Z P ? ~ w s s ~ o v c a t 4 l e ~ *  
mid m@w. posr- ~ g i m l  ud midpka of 
acmmmc-h -qwdmwm (pig. SA). IosqpBan: -1 
i w r c s s r d t h c p s l c e n s a g s o f s g o s o m a r e s E D e Q ~  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
k I m n m d m  shldy of hZP binding m 
fixed htmvn 8pUmamzDL 
CspaciUtal hmnn qmmakmm wen ionrbated with or wimollt 
ealoium iomopban A23187. Tbe spmatozm -uom theo mildly 
6 x 4  imbaM with FlTC-conjugatcd peanut (Pirurn smiutcm) aggb 
t i rua,wylbedand~i t lC8Wwitb lpmol/20wlof(A)hZP2, 
(B) m or (C) hZPL/ZP4 o d g h t  fdlowed by illaltarion with 
aoci-rhZP amd cye3QOQjo@ goat aoti-Itloue I@. scale bara 
5m 
from 7.0 f 0.7% to 52.1 f 32%. In - e d  spcrma- 
tom. bZP2 bound to the aaosome region in addition to its 
binding over the post-acrosoolal region. equatorial region and 
midpiece (pig. 5A). 
Native hZP3 bound to 51.2 f 2.4% of the capacitated SF- 
m a t m  The binding sites were on the acro~lmal region, 
equatorial +on and midpiece of acrosoae-intaot spemato- 
ma. AAOT amwome reaction. lGP3 binding  sit^ were detecfed 
only in the midpie~e (Fe. 5B). The entire head of aorosom- 
inma spcnoetozos possessed hZW binding sim that disap- 
paared after amsome reaction (Rg. 5C). The percentage of 
capsoitatcd spermatozoa with b u d  hZP4 was 49.5 f 1.8%. 
dm d-i~ h p a r ~ ~ e d n  
hubation of spemutlozoa for 15 min in the presence of puri- 
fied~aative hZP3 significantly inerrassd the numben of hyper- 
activated qemamma (P < 0.05), whereas similar heament 
with either hpZ or bZP114 produced no gipilknt effect 
(P > 0.05) as compared with the keqxt ive txmt~~Is (Pig. 6). 
R o l ~ g t r c a t m r m o f c s p a c i t a t c d ~ ~ t h ~  
to 3 h did not fidw enbmcc hyperactivation of spermatozoa 
(dsta DM &OW). N-linhd Pnd 60mplt.t~ doglyms~l&~~~, but 
not 0-linked deglycosylation, dimhished the hypaactivatim- 
stirnuletmy effect of bZP3 (pig. 6). On the conmy, N-lii 
and complete dcglycosylat'mn of hZPl/ZP4 incrcascd the 
hypednctiMtion of treated spswatoura bZPZ, and its 
deglycasylation forms did not affect bypemtivation. 
Our knowledge on the M o m  of hZP glywpmeins is 
mlricted due to their limited availability. TO cimmvent the 
limitation, w v d  gmups studied the biological sctivitia of 
rbZP (Table I). Although the amino acid sequences of ZP 
glycqmkhs are highly c o m c d  in vwt&a&s, p t -  
transiational glywylati~o is spocies-specific, and is crucial 
td spematoxoa-ZP interaction (Dell cr al. 1999, T o w -  
Petemen. 1999: Wasssmurn er 4.. mi). Iht binding of 
mouse but not human qemamnm to oocym fsom mZP2- 
aml &P3&ficient transgenic mice wrpnssiag bZP2 aad 
hZP3 (Rankin et al.. 1998. 2003) is consistent with species- 
spacific recognition of ZP mediated by the mowmpecific gly- 
cosylalion irrespective of the protein coce. Unfahmately. our 
cumnt technology cannot gemrate mmmbhant proteins 
with propu glycapylalioa Although rfEP3 expnxd in mam- 
d m  aLls is glycosyla&& thein carbohydrate moieties diffw 
from those in native hZF3. Tbesc ncombinaat $ycopmems 
have variable capabUty in inducing anosomc rcactioa of 
cap&ated human spetmatozoa (van Duin el al., 1994; Dmg 
er al., 2001; Bray u d, 2002; CabaUem-Camp ct al., 
2006). Pmhmmre, porcine ZP pmtein~ e x p d  in Sf9 
&Is bind to bovise but not to pmcine spmnatoma (Yonezawa 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
et al., 200J). Thorefore, bP glywpWins with native glyco- 
. syIsh'onwetcpUr;f iedauddintf&~.  
Two amtcgies were employed to obtain a g a d  yield d hZP 
glycopmteh. The Thet m g y  was to use ~pccific imnnu#l- 
affiuky cbmnatography forisokahg hZP glycopPDteina effw- 
t i d y  KduCiig 109s during pllriticption. In the pnswl shady. 
r h e ~ M A b s u s t d b w m d t o ~ l h Z P a a d h h j b i i  
spematoz0abZP K i n g ,  suppoltiag previous q r ( s  om the 
iamfereita of antibodies against ZP components on sperm 
binding (HEnach er BE.. 2003; Gum et BE.. a004). The -ti- 
b a h  may p r e m  spgmataoa-hZP i-tion by direct 
bindbig to the sperm recapnot or indinetiy by preventing 
ssaasaof~tol theirrccegtorsviastcr ichiadraece 
(Hedemon cr BE.. 1988). 'S11C specific MAbs used caaMed 
Lbo jgolaLiaa of M P  dpmpmbios of hi& purities (88-93s) 
aPvr a -1: &Wly chmdogpphic step. 
The smmd sarate8y was to include pmdum for di6cimt 
dismcwon of tht ~ m o l e c o l a r  alraoauc of $ZP. %'his 
w s  accomplished by utilizing (i) gmnidhe hydtochtaide to 
disrupl rum-covallaa interactions bnvem hZP g l n i n s ;  
(ii) X!EP to rrduce the intra- and probably inter-disuSde 
bnds behucen 2IP glycopteha at low pH w u  and Hal, 
1994; & g W  r af., 2002); (iii) Low-pH conditions to inhibit 
ism- and inter- glyqmteh mdGcufsr interactions 
(Ranlrin cr aL, 1999: H&oy and Dan, W, Litdm 
and Wmaman, 2007; Mscher er d.. 2WS) during removal 
of h y u w  aed TCEP et d.. 2002). 
M u a l  dialysis was finally uged to femme clh? isoisola hZP 
g1y~. 'En.outw2ler ience ,  t h e p u r i t L s 0 f t b e ~ ~ ~  
~ ~ p a n d b y t h i s p m ~ c o l ~ ~ h i g l l e r t h a D ~ m c  
p@od using W - d B  hZP M y  for immnaoafli- 
nity parificnton possibly became heat a a l w b ~ o n  alone 
cannot separate hZP glycopmtebs complemly hurl their 
B U ~  cmtlpkes. 
Onthebasisoftheekctrophaeticmobilitymde~ 
SDS-PAGE, the nmkenl.r masses of d v e  WP2. bZP3 
aad hZP4 ate -120, -58 and -65 kDa, -sly. 7bC 
~ f o r b Z P ; 1 a n d h Z P 3 p n s i r u i I ~ ~ t o t h o e e i n ~  
nports (Mcua at d.IW5; Gum rt d., 1998; BaoPlria ct el.. 
1999). N-linlud glycmylation ocarpies -37%. -27% and 
4 8 %  of the llwl#:ulat masn of hZe2 hZP3 and hZP4, 
Rspsctively. The pemmaga of 0-linksd glyalsyktion arc 
-8%forhZf2md-9%fwW.P3,whedashzp1(~eemsto 
have no atiolud giymylstion. 
T o t h e b e s t o f o u r b ~ t b i s i s t b e  finrtrsponmlhe 
pi5calionofn&veLsZPB.ThcidantiB~~oflhe~hZP 
gl- wsrc ooefirmsd by WostsrD blomkq and 
W I - T U F - M S W .  W a s h  lRsr W 
a n d ~ a f f i a i t y o h r m n a t o g r a p b i c s c o m ~ h Z F ' 4 s a d  
b Z P t . I a & r m o t o l o s a b Z W ~ t & h M l r c r ~ , b  
W o n w a s n o t ~ t o n m o v e t h e e o a t a a r i m a t i n g  
W~I. C3el-e-s and W c s m  blotting shaved that 
b Z P 4 c o ~  >93%oftk ~ h t h t h g C t l O l l . o o ~ ~ i 8 -  
entaritbolhrrcpMesthatZPI hd lowabrmdPqoe inP  
(P.pih.o u ul. 1995; b f h e  n d., 2004). It is liksly that 
Ihe~of thefWxiarpsemintbepmrants tudycame 
from hZW, a6 ZPl does not appear to h nquifed for 
--ZP htemxion (Rankin at al., 1999). 
An essential wcnt in f d h t k m  is pmmkma-ZP hioding 
(Y,ma@achi, 1994; Wwaman et d., #101). Although such 
K i h a s b e e a s a d i e d e x m s i v d y i z t ~ m ~ a a d p n r c i n e  
mrodsls (Wkano w al.. 19%: Bnrfcin and Miller, 2000; 
wasasrmsn, 2005). s i d a r  scttlly Wing nab've bZP 
pmteins is not available. Tbc pment report demonstraks 
souas diffemnacs in the binding pmjwh bchvan native 
bZP glycqmeim and dkii m b b m t  awnkipam as 
reponed in Ibe litaatum (Table I). 
NativehZP3bouadmtbc~rqgiomofsc~osomb 
*- The bZP3 biudkg sites were last after 
~ d o n , c o a n i r a a e t w i l h ~ m l e o f h Z P 3 a s a  
primary spenn naepto~ in human (Wtwmmm et al.. a001). 
The region of human spmmamm also b i i  
rbZP.3 fmm E$chericf& cok' PndL bafulwi i  (CBsluavarty 
cr af. U)08). However, aativc hZF'3 bkds rn ttm midpiece. 
wbPeae MEl Qes not (Table I). Tbe bind* of d v e  
h Z P Z t o i b e ~ r ~ w o f ~ g p a r m w o u w  
was in line with pevious Ptudies uaimg I1wp2 (l'8- 
el d., 1W; C!b&uq et d., aad a q p t e d  suppoRed mk 
of h2P2 as a s a w d r y  bWng site in humaa. DiDitfennces in 
the binding pro6les be- native and hZP2 observed 
~ c a l i - a n d b ~ ~ m w ~ -  
~ y t o t h a c q l l s t o r i a l ~ o f ~ e o m s n a ~ d  
spmmWm (Chakmw cf af.. W), d v e  hZP2 
bhadsto lhe~post -u~aewrme.ndmidpLa.  
Anewiagightctbtabcdintbcprasent8mdyi61thatihe 
b l n d i n g o f ~ l o t h e ~ ~ r r g i o a o f a r r o a o m e -  
i n t a c a n d - n e a c d ~ s ~ f h D h Z P 2 m y  
have other M o d s  as wen. Similar otnrnsrion has bmn 
Fcpomadin~( l<arctd .20(n~ . l l rcbiodingOfhP2 
t o ~ ~ ~ l 4 l a y - t h s l ~ m ? i  
~boundtothebZP~lhepIsamsmmgraneoverl* 
#heacmmme w i ( b i t s h Z 3  bidugsitais-g 
during scnnvwe d o n .  pIwthsr possW mle of hZP2 
binding may be to trigger caFoiunr slge*lin& fatiliming 
bZP3-iadoad acrosorm wction. It ha6 been &own that sob- 
biked bZP-i&md sorosoaae & is PsrcrcLted with 
1 ~ a ~ ~ h u n a s t t h a t s p u d b 6 m s n t h e ~ s c g m e n t t o  
the pwt+mommai m& (Shbkawa aad hbiyazaki, 1999). 
rbZP2anlpigmbindtatbemiapiofrcosombrcacttd 
s p m w a  ('Fkubanwm er al.. 19% 1999). Iii In study, 
~ v e h Z P l a a d b Z P 3 b L d t o m e ~ a f b o t h a a o s o m a  
iataaandrraotadspcwrtocoaThlai~oontlims~i0- 
~ p o d u d n g c a c r ~ y ~ ~ s p e n n . m b i n d i n g o f  
hZP2aadbZP3mte is~0~maybc~totbes t imutatory  
a o t i o n o f h Z e 3 o a h y p m c t i ~ t h a t c a r b l e ~ t o  
~ ~ t h e U P ( S ~ e n d W q 2 0 0 3 ) . T h e d b s p r -  
vaticlo is consiaku@ wilh the b ~ v p t W a  M&g nctivity 
~ s o 1 ~ b Z P ~ ~ a a d ~ 2 0 M ) a n d U l e d c t s c -  
tion of hypcrdvatiw-iated imam11olar signaling mol- 
~htthemidpiea(S-ondHa,2403) .On~otbeF 
hand, rbZBZ. but not rbZP3, &om itllEer ah hdms 
hypemxidon-like maion of the LRdfDd spmamm 
(- W d.. mmos) Tbc disRepsllcy in the 
h y p t m d v a t i o n - ~  activity bchwm naive mi MP3 
~rhp2cOnldbedue to tga i r&anaaraka~ l s t i cm.  
Jn b z  with tbe kqaxmce of glycasylatim in ZP, the 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
stim~efkd0f~ativebp30nhypenctivatiwwasebol- 
idled afta ~Iyc08ylaliOn. A nccln sMdy &-tha a 
u r d w n o m s ~ ~  signal produmd dmlng qcxm pmemion 
ttrroogbtgezoaamatrix i s ~ m ~ a c m u r a r : r e a c -  
rion(Bnibakovet el., 2007). Togatbg with tba dbawation that 
~ ~ t i v a t i o o  i s  sigdficandy corralatmi arith ZP-induced 
acm6ome metion (Lia e; d., W7). the hypgadiMPioe stimu- 
latory effect of n&w hZPIS may hdhxtly pmmale the 
hp-pcmtsacion indud aomeome rcaclion. 
Tbws is oaly one study d g  the W g  of native 
hZP$ to t3pammm (I3akmW et d., 2008): U&g heat- 
solublliud BP rubd polyclonal aai-m antibody. tbe 
binding sitt of n&ve UP4 was 5 h n  only in the acmmal 
~wbichdirpppearrdnftus~,s~nerractton.Inadditim 
m the he mgh, pu&ad native hZP4 also bound m the 
post-acmeompl +on in ihc prcstnt study. The dbaqwq 
~ ~ ~ ~ i h e t w o ~ ~ 8 o n h Z P 4 b i n d i o g s i t C 6 m n y  bcducto 
the prsriance of other bZP glycoproldas in the soJubiEizod 
2P .RemUshrdysu~~mousesparmataraanmgniae  
the supmeLoc& smurun of ZP (Hoodbby and Dean, 
2004)containiagzooa~tscoadeofintarspcncdbm- 
dimers of ZP glyqn'oteins (Litdw and Wa~sarman, 2007). 
Naive mZP2 aQd mZP3 polymerize in ~ ) 1 1 a u l i I I g  am- 
ditiolls WMCI N d., 2008). Ilrus, it is *Me lsat salubil- 
i d  hZP may contain heteqmlymcds of b2.P gtycopmnins 
ths! frurtiQn difhmuy frmn puriBed hZPglycqlrotcins. 
In cmclusiw. we have provided ihe first report rm tbe 
binding chmctuistics ofthe p i f i cd  native hZP glycopmkh 
m the capaciwcd and acmouwrcaaed spamaunok Diffcr- 
emrsinihebindi6gpmpCaesbctweaRthena~vehZPattU 
their raportccl rhZP were notsd. The sb'ity of b2P3 to 
enhmce h-vation d be impzitant for spmm pen- 
amtion thmQgb them. 
- 
T l r i s w a d : ~ ~ i n p a n b y ~ t f m m 3 h s C M n m i ~  
on Rcsesnh and Conference Orant, T$e University of Hang 
Kong. 
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& c a h  thm ~ t d . ~  Eb&m 1994;O)j-10. 
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o r y m p o h i c r p l a v d i a S 1 9 d b i a d m b w i D c r p . r b r s n a 1 o  
pordoc lpsa J Bid CSem 20m3RZO1BP-m196. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BIOLOGY OF R B P R m M  7% m) 
E f e c e  of Native Human Zona Pellucida Glyeoproteins 3 and 4 on Acrosome Readion 
and Zom ~ellucida ~ i d i n g  of Human S ~ o z o a  
Philip C.W. ~ h i Q  Ben 5.T. Man-Kin Chmg,' Kevin IdW. tam: Rwdd SK. ma Kai-Fai ~ce: 
Kg. Sumitro? S.K. C*,' and W i I I ' i  S.B. Yeunga2 
Department of Obstetn'cs and ~~naecolagy,' Universily of Hwrg Kon& Qumn Mary H&, HWatg Ica* China 
Department of ~ i o l o g y ~  Faculty of Mathemah and Naloral.Scknms, Univmft)' of Blirwqaya, /L. %n, 
Wang 65 145, Indonesia 
Camere Anrlgen ~aboratory,' National Institute of 1mmunolog)c &uma Asaf Ali Marg, New Delhi 110 067, India 
A B S M  i r m c r a a m s o m e m e m b r a D e ~ w i l h m a t l e Z F ' g l y ~  
t & - 2 ( p Y 1 ) , m & l i n g t h e ~ m ~ h o l l D d m t h E  
Z P ~ e 4 c M d a r ) r b i [ S l ~ O n h o l a a h s a a m o ~ s c Z P  
" g l m - 1  @PI) in tic4 inwm aiwy in &gmwbw- 
Z P i n t a w i m b u t h k n h $ i w l c d i n ~ o f t h c  
~ i t n t ~ y o f t h E B . Z P ~ b y ~ t h e  
iw i aam of molls m-ZP3 h e t a o d b  tq. Remit uwdie, 
howweI, mdal lbll- P~~~ ~ g J ~ i a s  
s u a o D v p o b c h a w l t t t ~ ~ ~ ~ h l k d r l l p t l V C  dc&umI lg human ZPl,ZF2,ZP3. aed ZW p. 81. 'lhc 
~Inwe-*dkmefNthr thunrn  ~ I o g o f t h e h a n a n ~ 4 g c n c i s ~ t i n t h a ~  
z @ ' " l a o r a r a e ~ $ r d ~ ~ ~  Lm a m s a s  PI. ~ . s a  spp*lonrctic ~rslysis 
iMlaamftrras(kn&i,&,iW - ~ O ~ ( P K I I L ( ~ ~ Z P I ~ D - ~ [ ~ I .  
T h a c g h i t i s ~ y ~ s B l b l l h c e ~ ~ a Z P 1 , p 2 , P I t d  
m- P j b V e b i o ~ & * s i a d i a P r n *  
araaa~  P glympmteim [la. ddinilive 
biobgkd sraiviriag of individual bum at^ ZE? &cqmteb LR 
their naive farm is hkiag d m  lo the limited avaiMWy of 
hwman mxyta for dTo cinrrmvmc this difficulty, 
i D ~ h a v a ~ - w h u n l a n P ~ .  
A l ~ ~ P D o o E n b f n a m z P p r o t d a s h . v c r h s ~  
thcothu p d y p p t i d e ~ f b E y Q n o t I P L w & ~ ~ i d c l l t i c e l  
k a l , ~ ~ u d ~ - ~ & * + ~ t o d t p u t a d y  m t l m F ~ e ~ . C o a c l l d a M s c v ~ d e n e e ~ $  
in-ZP---*-pt n h a n g i y e 0 8 y ~ c a r t r t b w D e s 6 ~ y t o ~ P  
c * r r i b a r k r r d u I i r r t b b n c U m a i c u # o t p r i f f c d ~ h  [11-131. ch~ubtm wiih W, mlcis~ of @linked 
ZB and ZP4 on rcroronr nretlan ad gerntmoa9~ z*-98 caousc ~ p 3  p c l i r ~  111. A - ~ e ~ l t s a d y  i o w o d t b ~ t ~ ~ i s D s s c n d s l f 6 1 i n d u G i n g  
1 ~ -  mcfr'm, W//zat!m, sperm, rona pellucida r a r w o o r a l ~ ~ b y ~ t h m a l n Z P 3 s n d Z P 4 ,  
~ h p d y p e p e M c b o c Y b o m o f ~ Z P 2 , p 3 , a n d Z P 4  
Is s u f f i d m  for Mi bitding m t$c @tated ad/m 
IMfRODUCTION atawme-m tqcmamm L141. 
T b c ~ o f a ~ n r e o l l r e ~ h a u b e a r u s c d ~ ~  
-g--ba-binds@dpmcaatas *t,id*&*ofzp3..Ibc*ofdiffiercM 
the zolrr pcllnddr 0 &. Rw pnnoaPtioa of tbs ZP -m of ~ Z P 3 m ~ . n w o m a l  
~ = ' ' = - o f ~ - Y ' - f ' - ~  e w c y & & v a i a s ~ ~ R c s n t M l d i s s ~  
b y * h s o f o f - ~ s m o h * ~ *  . n : ~ h l s c o m b l a r m ~ ~ a l s o l t i n u l s t a a ~  
p @ ~ ~ ~ . ' I h s - ~ ~ - ~ @ ) ~ *  [14, 19, 211. ?h: ' of* h ~ m r n p -  
spcambiadieg@tLnarybiadiog)[11eadindlreg~ L c m s a a a e r c P e t i o p i s ~ ~ ~ ~ ~ s i g n a l  
sewion [2, 31. Rccav aeggm a d v e s t % M ~ i e v a l v m o f ~ ~  
~ ~ d m i a e ~ ~ s ~ ~ ~ * b e r a l ~  ~ ~ ( ~ ~ ) ) , ~ l n o t c i n p h o s p , a n d  
to ini~iate .ao80me~[41-Afb~sc~aurmenssniar .~   of^^^^^^^^^ 
m ~ i n ~ p r o c a r s [ z s r m . ~ , ~ b ~  
'Cwmpondence: W.S.B. Yeung. Deprment of ObItetrio and no M y  of h&& by Zp3 
G y d w g y ,  Univeralty of Hong Kong Queen Mary Hoyl l ta l  
Pohlm Road. Hon Kong. China. FAX: 8$2 281 75374; 
c.msi1: ~un@h&ucc.hku.hk 'RFebvenazdly iao4mlarPivehumrnZl3 andZWwith ppritios>909bfmnnmcPof~hsmmtoocyses[27l. 
ThtsraaickMmpMd~eetotaofrfirsc . on 
R d  19 March 2 W .  
Flrsl d e d s h  27 +I 2008. tipmwmelullnaU 73' MkIdiPa faw0aMi-d 
ACC*. 9 hiy 2008. ~ U L r s i e a a l i D g p a t b w r y s t h a t h a v e ~ ~ l o b e  
~ 2 W 8 b y i h e h c W y F o r t t V e S a d y d ~ & ,  Inc. ~ ~ s a m o m ~ m a c t i o a , b ~ ~ , t b c l o k s o f N ~ l a d O -  
WN: WG~-3363. ht~p~/vwrn.biol tqnd~ Wed glycosyladon in ??me biol&eal a%Mies wmr atudwl. 
8$9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TABLE 2. E W  of InhiMKln of I M r d u I a r  signaling on nMlve buman ZP B l y ~ l ~ i n d u c e d  auornne mdisn. 
~ ~ 9 6 )  
R e i h  
Pathway or kin& l n h i i i  Comermtion (W thne(min). Rekwnc+ ZP3 ZP4 
Conn?l (no 217 No i n h i h i  5.75 * 0.40 6.72 2 0.81 
ZP No inhIbiMI 42.6 t 3.e P c 0.001~ 30.6 + 4.4b P c O.M)lb 
PKA HB9 20 W [All 36.0 * 52b P-C Omlb 9.8 t 3.F P =  0.- 
PKC ahslwrine 3 €4 [+2J 9.8 % 2.F P -Z 0.001' 7.7 * 2.75 P C  ~OOlc 
ReoglortyppPTK Tytphc6tinA47 100 60 1433 21.8 + 3.6 P =  O.02lC 11.5 t 3.1' P =  O.EObc 
Non-reoeptn type PTK Harbiwn A 10 H3 M21 16.3 z 3.9+ P = 0.002" 12.? L 2.1' P = 0,012c 
GPmtein Fwu& w i n  100n@ml €4 1541 12.5 5 3.6 P C  O.WlQ 19.7 + 3.0 
ECTA 20W 10 [a] 9.3 2 0.F P C 0.WlC 11.1 2 3.F P = 0.WC 
M, pmeln k i n e  A: PKC. proteln klnars t: PTK. protein lymaine klnaranara 
P c 0.05 h m m d  m the ccntml withwc human ZPand lnhibita beatmsnt. 
P c 0.05 when cnniund lo ik camsmmlL~ human ZP wllhout inhibiaw 
Faect of lntracellular Signaling lnhibitos on dre Human 
€ 60. * ZP3 and ZP4-Induced Acmome Reaction 
-r, 
~ p b w r y r ~ m m ~ ~ ~ ~ w o r e  
8 
m d i + d b y u p b e * a j o l u ~ r O r g W d h ~ A ( P K A h g 9 ~ W C 1 k W e  
CBir0 .acqradl i r~- iaeqmr.cyp.dprmsingnaias~~W 
~ C k b k 2 ) . ~ i m d w m m t d T - t y p ~ 4 b ~ C s ~ f b a r e s h  A 
w n a d b y & q ~ - ~ d t d B s a r a ~ ( ~ w d  
r B i W d l c r ~ ~ '  d m d i t l b i h i a ) 0 a ~ ( ~ t n e + ~ 1  
~ . ~ ~ ~ b W J m c . t r n ~ ~ b s r d c d c r ? + ~ h  t 
PDparlambadllMIlnaprrmtoep.[44-491.lkomI&lbaaad.marar 2 
m u a ~ B o m t f r r e d o a D n C l p r i r n a l ~ @ X  l ~ ~ w a e  
a-mladzmplai&Il,mc--lcplrdthia* 
~ w i t h d i % a a n r i a b i b a o n ~ ~ u W I 2 5 p m o l l b p l d ~  a? 
g & a c p m b f o r 1 5 & A ~ ~ r a m D k W ~ b  
p n & ~ T h a ~ o f ~ u t u d ' w ~ r * d s 8 b y ~  0 .  
F.#auMaprmaspo.w&ZmMdedAfa10ilrin,'Ibcm*msd.sco. 0 0.01 0.1 t 10 
o P ~ w t k s w ~ r d a a l b & l . b o v t .  Sotubillmi h m n  ZP con-on (@ml) 
E k t s  of Human ZP3 and ZP4 en Pro& Kituse Activity 
.-. -- .-, .~ -. ~ ... --- ~- - - -~ -- 
1~&~I1oamlyzetlm0n~1~1prnoldpbolph~m~kt9bltr;;; 
RPARKOSUQKNV d 'TSTEPQYQWENL e. ia I mio m JOT. 
RESULTS 
Effect of Human ZP Ctycoproteins on k m ~ o m e  Reactfo~) 
Both the soluMiizcd h m a ~  ZF'and purified native ZPI) and 
Z P 4 i n d u a d ~ r e e c t i o o i o a ~ n u n m e r  
human 2JJ giyc@foWin conQentfatm (Pn;Edl20 MI) 
FIG. 1. HIat d soiubilized human ZP (Al and ~uriRed h u m  ZP (s) 
glVaopmcsim on the acmmne redam of &&mnme Spermamma 
were Incuband with Meem wncemaibm of dubitired hwnen ZP 
(0.01-10 &I), human ZP3 and ZW (3.125-SOpmoVml), a EBSYBU 
iconndl br 15 mm. Data reperan(s the mean 5 SEh4 of five wpante 
eXperi- ', P< 0.05 when ronpand with the whd withaul human 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Minutes 
nc. 2. Timeunnse shrdy d the human ZP plyqmtelnlnlueed 
d o n  in human spermstolol. +pcWd spmmata20a (2 rv per milliliter) were h x h t e d  wah 25 pmollml human Zll 
and ZP4 w EBSS/BSA (wmob, and aliqcbs were repnaved at each U r n  
point fa i7- and acmvane -ion assay nr deruibd in A4ater)als 
a n d M e d w d s . ! % t a ~ m e a n * S S E M d l h ~ e s e p u a l e e r ~ s .  
*, P < 0.05 when mmpafed with tbwnlml at hesame time pint. bb, 
c-d: P c 0.05. 
ZP ~d a i v t  mm4 that s w a t  (P c 0.05) 
aaosonne nwtion vme 0.1 pgtml (Pig. 1A) awl 12.5 p@/d  
(Fig. 1B). qestiwly.  A uignitbnl i~~masc in m w m ~  
n s a i o n w r s ~ a f t m ~ s p m n a t m o a a r i t h Z P 3 ( P =  
0 . 0 0 1 ) a n d ~ ( P = 0 . 0 2 1 f a t s c m ~ o f W  p o W  
for5 I&. The maxhd e&t w u p o b s l s r v e d ~  15 &of 
watlwnt mg. 2). 
F i 3 s h o w t h c ~ e f f s c t o f h u m a a Z P 3 r a d Z P 4  
a n i n d u * h m o f ~ ~ C o m p n n d w i t b t h c e o a t m l .  
t & ~ o f ~ ~ ~ w ~ i n e n s s # l  
by27.3 2 3.4% and 19.2 C 32%296s&rbeingheatadwi&P3 
or ZP4, mpuively. SImultaneous tmmw with ZP3 and 
m bmawdtbe pemmp UJ about 3382 2 6.18, which 
w s s s ~ ~ d l G ( 1 1 l 1 1 1 O f t h C t & w Y e f i a d i v i d u a l Z P  
@YW. 
FIG. 3. Ew of25 pndlml o f  kman ZP3,PS p&l of hrnnan ZP4, 
M 25 pnoht o f  human ZP3 + 25 p m a h l  bf human ZP4 an lwomnce 
naankn o f  ~~ennpmrm.  Data mmem mnspn 2 SEM of fm swam@ 
eqm#imm& 'a-b. c-d: P < 0.05. ' 
nG 4. E4tecl d n a t i ~ l ) e e q l a l e d  human ZP ~ ~ r n  on 
a c r o l o n c m a d i D D d ~ . ~ ~ i ~ w R h 2 S  
pmoVrnl of N ( i & c f e s I ~ y k d  braPn W a d  ZP4 w E B W S A  
~ ~ 1 1  fw 15 min. 0- repmse~ tnean + CMn of dme sepamte 
exprimens. ', P < On5 when compared with the m-epndiag canml; 
#, P < 0.05 whar cimpred w31h fhc mrryandiq  n a I h  &m+aein. 
'fk N- and O-bkml &~yiatkm of human P3 and ZP4 
was~PclyFa;nowd.TbesffiaiancyBfglyc~naxwdw~s 
8etemnined w g  amdafd ~ ~ G I y c o p m d n  
kit @xhe, I W u b h ,  Gemmy), a 1 4  glyquwein for N- 
Wed glycasyhtb aad boviw femh for O~~ glywsy1- 
o l i e n . & g l y c a a i d a p c F & ~ ~ ~ t ~ ~ l l ~  
~ c s m a l l s r ~ o f e x p e d a d ~ f r o m t h a ~ v t  
glympmtein~ (data not shown), Wc&g tltet mC treatma 
wae sPticicnt in mncving the mtbwnt glyc~s. 
~ 4 & n v s t h e t f f s c t o f ~ ~ ~ a f Z P 3 a l K l  
ZP4mOnofanos~nsma*ionComparadwith  
J p c n a U o z o a ~ i n D a d h r m r d o D e ( ~ h d > , t b o s c ~  
naive ZP3 (P c 0.001) rad P4 (P = 0.01) had 
&d&nfUlY ly D p l a a a o m c l a p c n c a c k d  sPrmatDaoa 'Ihc inci- 
Effectr of inS;rdIbl Sipsling Inhibiton on Human ZP3- 
and ZP4Induced Aarwme Readon 
'n=paarrmgesoffspaciPslcdspennstcmoD-iagrhe 
Z P 3 - o r Z P 4 - ~ a ~ m a o n r e ~ w a c c o r m p a a d i n i b t  
pimem? .nd ab8mce of d i f h w  iawaww signaling 
WBitom nabk 21. Taeittmat with inhibiOolg of PKC 
~ e ~ l l o a a a c ~ i t h a d n o ~ o n l e s t o f p 4 . O n  
raockerhsndinai~cfpKA(H991supprwkdthcc&n 
ofZW.butnotlhstofZJr. I 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
The effect of the inhibitcw on PTK was co&med by 
. . 
c l a a m c o M o n o f ~ p a i v @ i n ~ ~ h h u m a o . Z P  
glycopfa& imwnt (ace below). nowevkf, ~~- 
&on fbr PKC auivity was not mccmful becaw the rmyme 
acrivity wap ux, low fa amp iso% consisctac dth 
anather abdv [MI. To coafimt rhe inwlvanem of fbc eanm. 
&piher B K ~  jhhibtor, worlpbostin C, *a  c o n d o n  of-0.15 
)rMwu,WtOtroab.8permatcraoafor3Ornin[51].Calp~ 
C hd dmnical amanre and iahlbhd the &vim of PKC 
T"'Y. 
w mimmotar - d m  of m i b e M 1  doseaepen- 
daatlv aC- -2.9 uhll inhibited ZP3-ihduce.d a~nwomc A'&$. 5). & & ma;lmi, high commtdm of 
aifedipiwwaersqrrhtdtabavcashaiiPafPect(lC -100 
, , M ) ; t h c ~ ~ n a d e d ~ m u & b i g b a ? d $ r r t r c  
n p D l m e d a m a W ( - 1  li?ol)rcqukdtob)oaitL-bypcCd+ 
cssnnds in sorartic & [HI. Fa P4-- vrwurme 
m00,rbeIC,,valucll fmmibcMaadddtpiW wore -1 
Wd -1.6 jM, +wly, soegosring rbm both T-rype Md G 
r y p c & + * l s w c l s ~ i a c h e k v c n t ( p r g . 5 3 ;  
C o a J i s t e e r w i t l i t h e ~ e s o d o n o f i n b i ~ o f C P  
uscd lurd EGfA mrlmcnt did not spam 
vW&, lnmiuy* and spooluleoas enosomerrsnioa (dau not 
E W  of Human ZP3 arld ZP4 on Problin Kinase Advity 
E&& of Human ZP CEppmelns on Spermatozoa- 
Human ZP Btnding 
Co@ with the control spemaoma incubated in 
m e d * m a l o a t , t b e b ~ g o f ~ t g ~ w a s  
si@@aluly inhibitalbyihcubaclonwi~Maivem (P < 
0 . ~ 1 )  rud P4 (P = 0.006; Rg. 7). Tbc camspon* HZIs 
w ~ a e  35.b 2 45% aad 428 2 6.9%. 0 - W  dcgly~osylnti011 
habwcffgcxm~thcWrmy&itia,ofp3andZW.thc 
IPZlrr.ttaaswmtwithi)-lioLrddcgl~~mand 
ZP4 wcn similPr to of ms d v e  glycqmdm (P > 0.05). 
O a t h e o t h s r ~ , N - l j a k s d ~ F ~ ) a A d t o t a l  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(-mMs tmrment) d e g l ~ l ~  s & @ k d y  suapretsad phe 
 it^ effect of P3; the w 
tBaa that of~nativeZP3. Aitlmgb N-linked dsglycosytated ZP4 
i5hibitorycffhd~thatofnative 
dsgtr~W0n 8igdtlamtly s&pp.ssed tho ZOm-b* 
W t o r y  tffe* of ZF4 (P = 0.01). 'Ike mm-binding 
DISCUSSION 
It is widely nmqred chst poper g b r o o 8 y ~  08 ZP 
glycQpmb is crucisl to spGmmm-ZP irlmmh [131. 
T h c b i i n d i n g o f m o n s c b u t ~ h u m M ~ ~ t o o o s y l e s  
fmm mouse ZP2- mu3 ZP3~cicnt auLsgclric mice wprcas- 
ing pumaA ZP2 and ZP3 [55, 561 sugpts that the spch- 
s p a d i c r s c o g a i c i o n o f Z P i s m o d i s s a d b y t h c ~ p o c ~  
glycosylation brrs@ve of the kuutcin cant. m i t e  the 
impmtmoc of dmhydntsa in galnc€e Wo&ion, ow 
knowledge of the $lycam of mammah ZP glycapmteins is 
seerce dnc to the hlitcd a ~ m w  of oaoytcs. 
V m  pmdcin expwion sy- have k a  usad to 
prodpcc rrcombinant humaa 23' pmtcins m.Me I). Rawnbi- 
asnt p@cb have glyoosylatir~~ that vary anmg cdl types 
pluducingtheglyoopraeia,ar$pLsointheslrmecelltyge 
nrlMrd uAder difPemlI CoDdiIio~u) (t9, 57. 581. Thedore, 
W ~ i y o a s y l p t i a g ~ a n o A e n d i m h Y I t h o o n m c i r n a t i v c  
wuatsrp.rt [I4 591. MammsZka calb,cxpssa& c d t s o o m b i n s D l  
human ZP3, thw@ glycwylsEed, has v h b k  tx@iNy to 
induce sc~osome rcactioa of humen momma (Table 1). 
~ u r t h e r m m , p o r c i a e Z P p r o ~ u c ~ i n ~ f 9 c c ~ b i ~ d m  
bwime but IKU to pcarine spamstosoa I6OJ. l b e f m e ,  human 
P P1yccmmh with native lllYo08ylation wum mifd and 
- -  - 
used-ik tida Paudy. 
?hsaWityofnat ivehmasnzF3aodmcoin- luok 
aaosome reaction su r pnvious obma(ions AUK ~ b i n a u t  h- and IP4 CFable 1). However. the 
poocncy of native h u m  ZP glycopaacia is h&her thm thk of 
- k t  orokin Our rasule show that native h- ZP3 
end PY at'bmmmtions of25 p o ~ m l  are eoff~:iaat to 
FIG. 7. Efic* d 25 pmoVrnl d nati-ymlyla human ZP 
g l y m p m ( n r n n t h e & n d k g a b i l i i d ~ l t e t e d h u n u n ~  
moa. Each column repmew the may, dthe rewk of& h i m =  
bimling assap usin8 hrss wcym andthee d i i t  qnn, 6amp*r *, P 
~0.Os0$wha,cwylarod~thecorrerpondiag~twHhouthumanZP 
glycopsciteln watmmt; 1, P 0.05 w b n  compared with the 
"erpcnaling natk  proleln. 
lndufc .awow d n  in -24ck.318 ofcapcWd human 
~ ~ ~ O X O B  alter I5 min of tFsaamGnt Such p&ncy and 
rttos- lapoaed fw intact hmm human [61]. In &on, * 
a m o n n t o f ~ t h n a a n m u s p d i n s o e r c ~ ~ f a r  
wceedcd the unollet of humaa Zm (--0.09-0.13 
pmol9 pnssat in a single kmm oac)rtc [IS, 27l. 
AEcdnih tg toanres thna t ioa ,&~Phos -32ngo i  
P @yCOpmt&, caaposcd of -18 ng (-0.16 pmol) of ZP2. 
-8 (-0.13 prnol) of ZP3, and -6 irg (-0.09 pmol) of ZP4 
p71. MubW humaa ZP at a w e ~ n  of 1 p@ 
inaeassdthe-eof-d-by 
21.7 % 1.6% (Pig. 14. 'lhc dosage lrsaf is equivalent to dK 
%Idition of -3.9 p o l &  ofhmm ZB awl -2.7 pmolAnl of 
h r m D l n ~ 4 . k s , p l r j R C d 9 1 ( i w ~ p 3 a n d Z P 4 s t  
cxniam&ars of >I23 - mete are two p&bk 
reasnui tk the lolow bidogid d l i a  of thc pu&icd narive 
h u a m Z P B I y ~ ~ t h e ~ m ~ t p g i n t h e  
p ~ p o c s a s m i g h t h a u G d s c l d l ~ ~ ~ o f  
I h e ~ C d P l t t y ~ i a S a A d ~ R b l a d f h e M o ~  
a c t i v i t y o f t E r e ~ l ? a . S c o c a d f h e ~ i n t B e Z P  
rcc made of inmqmd Bomc* aWm Wem-ZP 
glyooprotdn owaplexes 1 6 2 4 .  It ia apmlabd that the 
b i i l ~ a c t i v ~ o f t h e Z P a r e d w r o ~ m B o n u e e n  
I h e P g l y o o p r o t e i r n ~ ~ m p k n s s a n d t b c ~ z o a ' I b a s -  
h, fhe biolqkxl wri* Df Mc purifisd human ZB 
withromMmdacaXmeatofhurnsn~aadilWcouMnot 
W y n ~ B R f e t h i s ~ n d ~ ~ t h e t w o b r n n s n  
ZPgI woskad' i n ~ ~ s m d y .  
w M T *  ~ ~ s d u b l k c d  human IP.
fimver. tlte p & l e  i n v o l ~  of butuan P2 had not 
bcgtgndiedinthhnqokt, 
Thisisthe&strrpatonoi$naliagp&bayaofaativc 
~ Z P 3 - ~ d Z P 4 - ~ ~ a o g a n e ~ A s b o t b  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SPEWATO20A AND 
n t r i v e h m n a n Z P 3 e e d Z P 4 ~ ~ ~ , i r i s o o t  
~ i t o h d t h a t t k y s h p F s s o l n c c o m m o n  
aa&nt~indicPted~tdrehumutzP3-  
@ways wn exmdh& catcium d s p d u ~ t  and mdtive to 
~ o f ~ j y p c C ~ + c h a a c l a P K ~ , s n d k ~ h ~ r  
snd ~~ PIX. The involvemeat of PIX m hmnan 
ZP3-saa2W-'iucsdscmomcrrrtionwas~suppon- 
ed by thc high.rPTK nativities h ZW- audzWmmed 
Bpnnssoeoe T b e a t s ~ n t o h n b s h a v e ~ d c t c * 6 d i n  
hunw spamaroam W491 and W e  b m  sngpgiad to play 
m ~ l ~ l c h ~ Z P - ~ a c m s o r r m ~ t 2 d  
25,42.67,70,71]. They m y  provide mmm- between 
s i g n n l l a g ~ a y s ~ b y n a t i v e h u w s n ~ a a d Z ; W .  
Mtmrmlian spcnnatozoo possess a scr of Q-pmteins 
disoibuttd ova differcot regions of che CCIIS, inc1uding the 
anuww sad thc ~ d - s e ~  I72-741. The acm%me 
rcmth-induchganiviiyof~vehumsn~isblodndby 
~ m n i n c o e s i s t e n t W i t h m C ~ o f  
ths rmaome meck&ducing sctivity of 1 1 ~ 1 u b W  human 
ZP and n d l a w m b i n s m  human P3 [20,2E, 4475,761. On the 
o@er h ~ d .  pm?ussis mnia was wrcb labs cffiotive in 
euppsssln$ naive turlrnsn Peinduced raosomc rerotiw, 
eenfnming a pmim repmt met - i t  Imum ?P4- 
i o d d  autmmc &on is ~~ of G-Hotejn [21]. 
?heea obwvarions exphin the W t y  of W i a  mxia m 
block whrbil'izsd human ZP-induced & ~ I U B O ~ ~  roaotion 
con@&@ in e d k r  mdiea [44, n]. 
CabiSIIl cllaunet iubibitfw do not brve absolute ?&clivIty 
on Cn2+ chmmls [78]; thy block caldrm, cbannds a ~ n -  
Seldvely at high foacoaasti~ns. 'nmdom, rhe dm? c&d of 
me h b i b ' i  on hunmn ZP3- aad ZP4-induced sadgcmne 
~ w ~ s t u d i u l . L o w c o n a ~ o f m i b e f n d i l Q C ,  
-2.9 pM inhibitad tnmm P Y M  rroesrm reaction, 
w b a e r p a m O c h h i g b a ~ ~ o f n i f o d i p i i ~ C 5 0 - 1 0 0  
~ ~ h s ~ m p m d u a a c o m p s r a b 6 e s & n A r i m l l a r  
o b s e n a b  ans mpmted for mannoso-BSA-iwhd scroaanc 
~ m i n h u m m ~ m o a w i t h a n I C 5 O o f  I uMmd60 
,&4, mpedtiVy 1433. In aaoPstjc dl& mlbefra&ll'~vely 
$Ir iWsT-(ypechumck,ovat trpL~,wlth~IC,of  
-1.6 IIM p91, and the ICSO for dfedipiae m M t  ttyps 
a2* c?liumaIs is -1 pB4 [MI. nub. L - q p  ha+ rhaaarcls ac 
Iws W y  to be involved in h m m  ZJ%&wd acmsaas 
n s d i o n , a a a t h c M ~ ~ d l l i & ~ o f  
~ o n h u r m n Z I T - i a d u e c d ~ n s C t i o a w r e  
pmtmblyduetotheuoewkdveModringaodo~oflhG~on 
~ - t y p e ~ a ~ + c h s a a e l s ~ b c ~ c ~ o f ~ a a d ~  
o n h n m e n ~ ~ . a a r o m c r a r c t i o n w c n , - l P n d - 1 . 6  
@l, -t with b i n r 0 1 v ~ o f M T -  d* 
in buaun Winduced aclosamc rractloo. Novel 
~ v n i u u s o f m G t y p c c h a a w l ~ e b s c n ~ i a  
human t801. Modhladon of ~a'?, in hnmsn 
~ , ~ f m n & e T ~ - t y p e ~ O u P c a n b a d i v a k d  
b y ~ b a t h ~ 2 m r r d Z P 4 , ~ ~ 0 ~ C n 2 +  
o h s ~ a s ~ s m p ~ p r o v i d . a n ~ ~ f o r ~ ~ ~ [ 8 1 ] d m f n g  
h m n m * - i n d w s d ~ l e p c Z i o a  
The wbilor of PKA sllplaos&d lnlum pr4.iiofod 
~ c r o s o m c r r a c t i r m ~ y . T h e h v o h r ~ o f P K A i n  
h u m a n P r E ~ r a o s o a n r c a o t i o n w p s f u r t t m s ~  
I0 titi8 M y ,  we tht &I N-IinLad glycsm 
wue involved in thk anosomc @on iadwcd by d v e  
hlman m aad m4. Corn+ to che M-linked $Iyco~ylation. 
t8ccDnglbut ioaofO-~g1yooay~totheaanacar  
dm-inducing d v i t y  of hUnan ZP3 and IP4 was 
mini ld  SiIhlwIy, N-link&, bul not o-lhlku glyco8ylariioo 
paticipwlinthe bindingofhna~l~  P3 mdZP4to 
~ 0 1 . ~ ~ w i t h a p r s ~ a D d y ~ r r a r m -  
bitam! human ZP pmtch 1141. N-lint& gl~co~~lstion of 
W ~ & * o f Z P $  a ditrsnre;;aaog- 
apecieci. me 0-linlred --thc qmn 
1 ~ ~ @ ~ ~ P d i v i t y o f ~ Z P 3  [1].Iapig,mCN-lhkdkn1mt 
the O-li&ed glycaua of ZP n bvohred in qmmawm-ZP 
~IMCX&~~I [MI. The N-Iiakadol+aad&& ofXmopusqg 
envelopg rrc * involved in Pgam biwting m1. ibc glycans 
m a y ~ p s n i n d i r a * ~ ~ t h c ~ y d r a a  
sad the biading pnxeioa w spanytoboa W.871. Olyco8yl- 
B t i o n m a y p r w i d c ~ p a ~ p r & r d n y ~ m i n a c u r c r h c  
avuhbil i~ of the humnu ZP d m thsSr binding 
~ ~ ~ ~ ~ r n i . ~ ~ m a a d m  
lost thCiF .~~os(llllt mwh-hd&m &in) IlfbLO. coamlcte 
~ a ~ e n a w h ,  ~ ~ y e r h o ~ l ~ ~ ~  native human 
2 5 3 r c v d Z P 4 n r a ~ e i n i ~ u a o s o s w r t s n i a r o ~  
human spBmatOZD& The two 29 @ycogroteins induct 
~ ~ v i r r ~ s i ~ ~ y s . t h o u g h  
w i t b a p a ~ ~ ~ . F h e ~ ~ ~ n  
of N- pnd 0-linlml P ~ V O O B Y ~  d human rP3 and ZW to the 
oaaaved hiologid-&viiiss h amvkteat with tk impplh 
biity of h e  murinc model in &dying humvl -ZP 
intlibitg-boae c.aabt molpwy abolish - madion 
ladnced by s o h ~  humanZP f82.833. 
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Akhlr kata penulb mengueapkan terimakdh yang tiada terhingga dan 
mmaga Alloh SVVT mernberikan batasan yang berlipat ganda atas segala 
kabaikan, ilmu, jasa, molivesi, dukungan d m  seluNh pengmnan yang d i r k a n  
kepada pmulis Arniin. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
M y  Kumiewan. 092096101 1 Pcagram P a m  Sarjana Fakultrrs MlPA Unhtersb 
BWaya. Kwakhrk.sl Antibodl ManokEonal terhadap bZP3 (.1U.MPS) 
Untuk Pengembang~n Imunokomtraaopai Wanlta. Kmisi Pembimbing. W a  : 
SMman B SumitFo, Anggota : Aulanni'am 
I 
h ju pertumbuhan penduduk Indonesia saat ini sudah msmaoruki tahap 
yang sangat menghmtifkan yang menyebabkan banyak maalah kqmdudukan 
saperti menigkatnya angka nganguran, kmiskinan dan kriminab. Satah satu 
upaye pemetintah yang &ukan untuk mengatas1 ha1 ini adaW program 
keluarga berenoana. Salah saw bagien dari program kduarga berencgna adalah 
penggunaan kantrasepei, namun ha1 ini kurang efeM kamna banyak efek 
samping yen$ dhbulkan. Sehingga banyak dlkembangkan mcWe kontrasepsi 
altematif sohh satunya imunokpntrasepsi. l m u n o k o ~ i  mefllpakan 
antibodi temabap 'protein zona peiiusida diantahya bfP% ~emi l i i in  ZP3 
dikarenakan protein ini rnerup*n reseptor utsma dalam proses fertilisasi. 
Selama ini arltlbodi yang diiunakan masih berupa antibodi poliklonai )nang 
mernitiki spmifbs yang kumng sehing~g perlu dlupayakan peningkaun ku&b 
aMbodi dengen penggunaan entlbodi mwlok1onal. 
Dab6 peneliian ini bettujuan meningklrlkan k u a l i i  m a d i  terhgdap 
bZP3 denaan mem~roduksi dan menakarakterbaai antibodi rnonaklonal t&madm 
bZps ( & h i ! ~ 3 ) .  '~enelitlen hi terdG dari t$a Mapan penelitian yeitu tahapj. 
Koleksi dan produksi bZP3 diiana ocwit dipecah dangan fine pipst kemwlian 
Wat bZP diisolasi dsrrgan metode elektmlusi. Tahap2 Produkai anfhdi 
Monoklonal terhadap bZP3 (Mab-bZP3) menggumkan teknik hibridoma. Tabp3 
KaraldeW antibodi Monoklonal terhadap biF3 (Mb-bZP3) mmggunakan 
metode ELISA, Dot BWjng, Wsbm Blbttbrg, Imwnohistokirnia. dan uji pengiketan 
reseptor spermatozoa. 
Masfl penelitian menunjukkan Eerdepat parbedaan karaktw entibodi 
mondclonal terhadap bZP3 (kbeb-bP3j yang d.islWfs aleh d Ihibtfdoma dmgan 
caimn ascites. DMna  Meb36ZP3 yang disintesis &ran ascites memiliki titer lebih 
hggi  dongan nilai absorbanal sebsser 0,042 dtbandingkan dengen M H P 3  
yang disintedm oleh eel hbridoma dengan nliai abeorbgnai sebssar 4038. Meb- 
bZP3 dati caitan ascileg mmiliki spealfbs yang lebih lbinggi dan dapat tnengcrnali 
molekul bZP3 sarnpai pengenewan 1:5000 swhngkan s i nWi  ael hibljdoma 
hanya depat mangenali smpai pengemman 1:2500 mdalui upl imunoblotlng. 
Berdasarkan hasil W ~ d e m  bbHing terlihet bahwa antibodi monoWonal yang 
dipFoduksi pada penslitian ini memiliki spesifites yang linggi terbukti hanya 
mngenali molekul W3. Mbod i  monoklonal terhadap UP3 (Meb.62P3) dspat 
mengenali oos~ spesies mamalia lainnya dalam hai ini omit icambing. Antibdi 
m k l o n a l  derherdap bfP3 (MabrbZP3) dapat rnenghambat lntemksi antam bZP3 
dengan meptor pada opematom mlalui~ uji penglriaCan reseptor spermatozoa. 
I 
1 
Kata Kunci: antibodi mnddlonal, bZP3, knudontrasepsi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
